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RESUMO

A necessidade de estudar e quantificar constituintes presentes em inimeras matrizes justifica
o0 desenvolvimento de métodos analiticos e 0 uso de eletrodos quimicamente modificados
com mediadores redox. A utilizagcdo desses sensores viabiliza estudos com espécies de
grande impacto, industrial, ambiental e para a saude humana. Nesse contexto, 0 uso de
ftalocianinas metalicas (MPCs), como mediadores de elétrons, tem sido empregado em
eletroanalise por possuirem propriedades que facilitam a transferéncia de elétrons. O
presente trabalho propds o desenvolvimento de métodos voltamétricos utilizando eletrodos
de pasta de carbono (CPE) modificados com ftalocianinas metalicas. O primeiro estudo
consistiu em investigar o comportamento voltamétrico das diferentes PCs para determinacao
do TA em vinhos. Com essse objetivo verificou-se que apenas a ftalocianina de cobalto (11)
(CoPC) é capaz de eletrocatalizar a oxidacdo do TA, fato que esta relacionado a presenca do
cobalto neste complexo. Dessa forma foi desenvolvido o0 CoPC — CPE associado a calibracédo
multivias para determinacdo de &cido tartarico (TA) em vinhos. O TA encontra-se presente
no vinho em altas concentracdes, e sua quantificacdo é de extrema importancia, tendo em
vista sua influéncia nas propriedades organolépticas, estabilidade e caracteristicas
microbiologicas dessa bebida. A presenca de outros &cidos organicos no vinho
impossibilitou a determinacdo univariada do TA, uma vez que esses acidos apresentam sinal
de responta em potenciais muito proximo ao do TA, dessa forma foi utilizada a modelagem
U-PLS/RBL, ferramenta quimiométrica capaz de quantificar um ou mais analito na presenca
de interferentes. O potencial de resposta e a sensibilidade variam com a mudanca de pH do
meio, apresentando maior sensibilidade em tampdo acetato (pH = 4,5) com faixa linear de
resposta de 10 a 100 umol L (r = 0,9991) e LOD e LOQ de 7,29 umol L e 22,1 umol L,
respectivamente. Ainda com o estudo de vinhos, o segundo estudo proprés a determinacao
simultanea de aminas biogénicas (ABs), constituintes que também se encontram presentes
nos vinhos e podem diminuir a qualidade dessa bebida. Além disso, essas ABs, em especial
a triptamina (Trip) e histamina (Hist), apresentam elevado potencial toxicoldgico para a
salde humana, chegando a causar diversos sintomas de intoxica¢do, mesmo quando
presentes em baixas concentragdes. Apesar de ndo existir regulamentos que determinem a
quantidade dessas substancias em vinhos, o conhecimento da presenca dessas espécies é de
extrema importancia para avaliar a qualidade do vinho e evitar a intoxicacdo causada pela
ingestdo dessa bebida. Dessa forma foi desenvolvido o CPE - NiPC para determinacao
simulténea de Hist e Trip em vinhos. Os estudos mostraram que, além da NiPC outras MPCs
eletrocatalisa a reacao de oxidacdo dessas aminas, entretanto apenas a NiPC contribuiu para
a elevada sensibilidade do método proposto. O potencial de resposta e a sensibilidade dos
dois analitos dependem do pH, obtendo respostas 6timas em tampao fosfato, pH = 8,5 com
faixa linear de resposta de 0,49 — 3,93 ng mL* para Trip e 0,37 - 2,9 ug mL* para Hist e
LOD de 0,168 ngmL™* e 0,038 ug mL* e LOQ de 0,509 ngmL*e 0,115 pg mL?, para Trip
e Hist, respectivamente. Os resultados obtidos revelaram a importancia do uso das MPCs
como mediares de elétrons para a eletrocatalise das diferentes espécies quimicas presentes
nos vinhos.

Palavras chave: ftalocianinas metalicas, eletrodo de pasta de carbono, acido tartarico,
aminas biogénicas, vinhos.
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ABSTRACT

The need to study and quantify constituents present in numerous matrices justifies the
development of analytical methods and the use of chemically modified electrodes with redox
mediators. The use of these sensors allows studies with species of great impact, industrial,
environmental and for human health. In this context, the use of metallic phthalocyanines
(MPCs), as electron mediators, has been used in electroanalysis because they have properties
that facilitate the transfer of electrons. The present work proposed the development of
voltammetric methods using carbon paste electrodes (CPE) modified with metallic
phthalocyanines. The first study consisted of investigating the voltammetric behavior of
different PCs for determining TA in wines. With this objective it was verified that only cobalt
(1) phthalocyanine (CoPC) is able to electrocatalyze the oxidation of TA, a fact that is
related to the presence of cobalt in this complex. In this way, CoPC - CPE was developed
associated with multipath calibration for the determination of tartaric acid (TA) in wines.
TA is present in wine in high concentrations, and its quantification is extremely important,
considering its influence on the organoleptic properties, stability and microbiological
characteristics of this drink. The presence of other organic acids in wine made it impossible
to univariate the determination of TA, since these acids show a response signal in potentials
very close to that of TA, thus using U-PLS/RBL modeling, a chemometric tool capable of
quantifying a or more analyte in the presence of interferents. The response potential and
sensitivity vary with the pH change of the medium, presenting greater sensitivity in acetate
buffer (pH = 4.5) with a linear response range of 10 to 100 umol L (r = 0.9999) and LOD
and LOQ of 7.29 umol L™ and 22.1 pmol L, respectively. Still with the study of wines, the
second study proposed the simultaneous determination of biogenic amines (ABS),
constituents that are also present in wines and can decrease the quality of this drink. In
addition, these ABs, especially tryptamine (Trip) and histamine (Hist), have high
toxicological potential for human health, even causing several symptoms of intoxication,
even when present in low concentrations. Although there are no regulations that determine
the quantity of these substances in wines, knowledge of the presence of these species is
extremely important to assess the quality of the wine and to avoid intoxication caused by the
ingestion of this drink. Thus, the CPE - NiPC was developed for simultaneous determination
of Hist and Trip in wines. Studies have shown that, in addition to NiPC, other MPCs
electrocatalyze the oxidation reaction of these amines, however only NiPC contributed to
the high sensitivity of the proposed method. The response potential and sensitivity of the two
analytes depend on the pH, obtaining optimal responses in phosphate buffer, pH = 8.5 with
a linear response range of 0.49 - 3.93 ng mL™ for Trip and 0.37 - 2.9 ug mL™* for Hist and
LOD of 0.168 ng mL™* and 0.038 pug mL* and LOQ of 0.59 ng mL™* and 0.115 pg mL™?, for
Trip and Hist, respectively. The results obtained revealed the importance of using MPCs as
electron mediators for the electrocatalysis of the different chemical species present in wines.

Keywords: metal phthalocyanines, carbon paste electrode, square wave voltammetric,
tartaric acid, biogenic amines, wines.
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1 INTRODUCAO

Eletrodos quimicamente modificados tém sido cada vez mais utilizados devido a grande
necessidade de determinar espécies que ndo apresentam eletroatividade em eletrodos sélidos
convencionais ou possuem baixa sensibilidade nesses substratos. Além disso, a modificacdo
possibilita diminuir o sobrepotencial redox de algumas espécies possibilitando a quantificacdo
e/ou estudo eletroquimico de varias espécies em amostras ambientais, clinicas e industriais
(MAFATLE E NYOKONG, 1996). A adsorcdo de algumas espécies indesejadas presentes nas
amostras a serem analisadas leva a diminuicdo da sensibilidade e a precisdo do método
desenvolvido, no entanto este problema pode ser contornado com o0 uso de eletrodos
quimicamente modificados (CHILLAWAR et al., 2015) com ftalocianinas (PCs), por exemplo.

As ftalocianinas desempenham um papel muito importante no metabolismo de
organismos vivos e também sdo empregadas em numerosas aplicacdes em quimica analitica
por serem excelentes catalisadores eletroquimicos, 0 que estd associado aos varios estados de
oxidacao decorrente de processos que ocorrem no anel aromatico ou no centro metélico desses
complexos (KOOS E STADEN, 2015).

O pequeno gasto de energia necessario para que as PCs sofram processos redox muito
rapidamente faz com que esses complexos sejam reconhecidos como excelentes
eletrocatalisadores para diversas reacdes eletroquimicas, atuando como mediadores de elétrons
para um grande numero de moléculas (ZAGAL et al., 2010).

A presenca de espécies indesejadas em matrizes de interesse limita o desenvolvimento de
alguns métodos eletroanaliticos devido a baixa seletividade do sensor utilizado frente a
amostras com alto grau de complexidade. Diante dessa limitagéo, a utilizacdo de ferramentas
quimiomeétricas tem ganhado espacgo nesta area, devido a possibilidade de quantificar analitos
com baixos limites de deteccdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) em matrizes complexas
(JALALVAND et al., 2019).

A qualidade do vinho estd relacionada, entre outros fatores, a presenca de &cidos
organicos como o malico, latico, csuccinico e tartarico que contribuem para estabilidade
quimica e pH (LENA et al., 2015; MONTEIRO et al., 2018). O acido organico que se encontra
em maior concentracdo é o acido tartarico (TA) e apresenta caracteristicas que contribuem
diretamente com a acidez total e estabilidade dos vinhos brancos e tintos (KRITSUNANKUL
et al., 2009). A importancia da presenca do TA em vinhos, bem como sua quantificacdo exata

e precisa e a complexidade da amostra, justificam o desenvolvimento de métodos analiticos
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altamente sensiveis, de baixo custo sem que haja tratamento prévio da amostra (FERNANDES
E REIS, 2006).

Outras sustancias que podem ser encontradas nos vinhos sdo as aminas biogénicas (ABS)
que, ao contrario do TA, apresentam potencial toxicologico a saide humana, quando ingeridas
em altas concentracdes além de prejudicar a qualidade da bebida (MANETTA et al., 2016;
PAPAGEORGIOU et al., 2018). As ABs entram em destaque devido seus efeitos toxicos no
organismo humano, causando intoxicacdo alimentar quando ingeridas em altos niveis de
concentracdo (GUMPU et al., 2014). A presenca das ABs em bebidas e em produtos
alimenticios impulsionou o desenvolvimento de muitos métodos analiticos para identificacao e
quantificacdo dessas substancias (BARTOWSKY E STOCKLEY, 2011; DEGEFU et al., 2014;
RAMOS et al., 2014). Apesar de ndo existir regulamentacdo para o monitoramento da
concentracdo dessas substancias em vinhos, esse conhecimento é de extrema importancia para
o0 setor de comércio de bebidas, tendo em vista que a presenca dessas espécies é um indicador
de que esses produtos ndo estdo em condicdes para serem consumidos (PAPAGEORGIOU et
al., 2018; SOUFLEROS et al., 2007).

Diante do exposto, neste trabalho prop6s utilizar eletrodos de pasta de carbono (CPE)
modificados com ftalocianinas metélicas (MPCs) para eletrocatalisar reacdes de oxidacdo de
TA e ABs em vinhos utilizando a voltametria de onda quadrada, visando alcancar baixos LOD

e LOQ sem a utilizagdo de métodos de preparo de amostra.
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11 OBJETIVO GERAL

Utilizar eletrodos de pasta de carbono modificados com ftalocianinas metélicas para
estudar a oxidacao eletrocatalitica de &cido tartarico e aminas biogénicas e quantifica-las em

vinhos por voltametria de onda quadrada.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 VINHOS

O termo vinho vem da palavra latina vinum, que significa "vinho" ou "vinha". E uma
bebida alcodlica produzida a partir da fermentacdo do mosto ou suco de uva, sem a adi¢ao
de enzimas, agulcares, acidos ou outros nutrientes. No processo de vinificacdo a levedura
consome 0s acuUcares da uva para produzir etanol e gas carbdnico (CO2) e durante o
armazenamento uma série de perturbagdes quimicas contribuem para o aroma, sabor e para
as propriedades antioxidantes do vinho. Embora outras frutas, graos e até mesmo mel sejam
utilizados na fabricacdo de bebidas alcodlicas, a uva em especial produz uma bebida
diversificada e quimicamente complexa. O vinho pode ser definido, simplificadamente,
apenas como um suco de uva fermentado (SINGLETON, 1976; JACKSON, 2008; BSC et
al., 2018).

Segundo a Organizacdo Internacional do vinho (2016), foram produzidas 75,8 milhdes
de toneladas de uvas, em que aproximadamente metade dessas uvas foram destinadas para
producéo de vinho. Nesse mesmo ano a producdo mundial de vinho foi de 267 milhdes de
hectolitros, sendo a Italia o maior produtor mundial, produzindo 19,1% de vinho (SOHAIB
et al., 2018). O vinho esta entre as bebidas mais populares do mundo e, segundo estudos,
apresenta beneficios na reducao dos riscos de doenca cardiaca coronaria, envelhecimento
celular, funcio cognitiva, entre outras doencas (ALANON et al., 2015).

A quimica do vinho engloba a ciéncia da vinificagdo, o cultivo da uva e a anélise
analitica, organica e fisica, o que permite uma melhor concep¢do de sabor, aroma e
composicdo. A composicdo do vinho é baseada nos produtos da fermentacdo de levedura,
compostos formados durante o armazenamento e a maturacdo do vinho e, principalmente,
dos constituintes da uva. A concentragdo dos mais de 500 compostos identificados
analiticamente varia de 101a 10® mg L™ (SOLEAS et al., 1997).

A qualidade do vinho esta diretamente relacionada com fatores enoldgicos, incluindo
tipo e estrutura da uva, fatores climaticos e técnicas de fermentacdo (BINDON et al., 2013),
bem como atributos sensoriais que sdo determinados pelas caracteristicas quimicas e fisicas
que contribuem para qualidade dessa bebida. Tais fatores sdo responsaveis pelas
caracteristicas organolépticas como cor, adstringéncia e amargor (RAPOSO et al., 2018).

O vinho é uma mistura complexa de diferentes compostos, como acidos organicos
(AO), polifenais, alcoois entre outros (MARTI et al., 2012). Os AOs (Figura 1) pertencem
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aos componentes mais importantes que completam o carater geral e influenciam na
estabilidade, sabor, aroma, cor e pH das uvas e dos vinhos (LENA et al., 2015; MONTEIRO
et al., 2018). Os acidos tartarico (TA), malico (MA) e citrico (CA) sdo os principais acidos
das uvas, enquanto que o latico (LA), succinico (SA) e acético sdo provenientes da
fermentac&o alcodlica (IVANOVA-PETROPULQS et al., 2018).

A concentracdo desses compostos € pardmetro importante em relagdo ao
processamento dos vinhos, sendo que o TA, 0 MA e o LA influenciam diretamente no gosto,
na estabilidade quimica e no pH (LENA etal., 2015; MONTEIRO et al., 2018). E de extrema
necessidade a andlise quantitativa de tais &cidos para o controle de qualidade dos vinhos,
tendo em vista que alteragdes no teor destes compostos refletem na qualidade dessa bebida
(MONTEIRO et al., 2018). Durante o crescimento e amadurecimento das uvas, 0 teor desses
acidos no vinho esté relacionado a regido, clima e ao solo. Portanto, vale ressaltar que os

vinhos das regides mais quentes contém mais TA (MATO et al., 2005).

Figura 1 - Estruturas moleculares dos &cidos organicos presentes no vinho (LIMA et al., 2010)
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Além da presenga dos AO nos vinhos, outros constituintes podem ser encontrados em
quantidades elevadas diminuindo a qualidade desta bebida, dentre essas espécies podemos
citar as ABs, a exemplos da triptamina (Trip), cadaverina, putrescina, histamina (Hist) e 2-
feniletilamina (Figura 2), que sdo formadas durante a fermentacdo de mosto por leveduras
e bactérias lacticas (MANETTA et al., 2016; PAPAGEORGIOU et al., 2018).
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Figura 2 - Estruturas moleculares das aminas biogénicas presentes em vinhos (SARKADI, 2017).
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A presenga dessas aminas é devido a descarboxilacdo enzimatica de aminoacidos
livres e outros processos metabolicos presentes nos alimentos (GUMPU et al., 2014). Até o
presente momento, no Brasil, ainda ndo foram estabelecidos limites que regulamentam essas
substancias em vinhos. No entanto, essas aminas podem ser responsaveis por efeitos
toxicologicos indesejaveis como cefaleia, desconforto respiratério, palpitaces cardiacas,
hipotensao, hipertensdo e nausea (MANETTA et al., 2016).

2.1.1 ACIDO TARTARICO

Encontrado naturalmente em diversas frutas, principalmente nas uvas, possui grande
importancia na industria alimenticia e de bebidas como produtos derivados de uva, bem
como sucos e vinhos. O TA (&cido 2,3-dihidroxibutanodioico) é o principal AO dos vinhos
tintos e brancos, apresenta baixo peso molecular e pode ser encontrado dentro da faixa de
concentragéo de 1,5 a 4,0 g L (IVANOVA-PETROPULOS et al., 2018; LOURENCO et
al., 2018). Para o vinho, o TA desempenha um importante papel na acidez total e
estabilidade, sendo este o principal componente para o controle de qualidade do produto
(KRITSUNANKUL et al., 2009). E um AO diprotico, cristalino e branco e encontra muitas
aplicacdes como agente de acidificacdo, antioxidante, intensificador de sabor, dentre outras,
na industria vinicola, alimentar, panificacdo e farmacéutica (IVANOVA-PETROPULOS et
al., 2018 e KONTOGIANNOPQULOS et al., 2016).
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Nos vinhos, a concentracdo desse acido permanece relativamente constantes durante o
processo de vinificacdo. No entanto, durante o processo de fermentacdo o TA precipita na
forma de tartaratos, essencialmente como hidrogenotartarato de potassio e em concentragdes
mais baixas, como tartarato de calcio, fazendo com que a concentracdo de TA diminua,
conferindo uma maior instabilidade aos vinhos engarrafados (IVANOVA-PETROPULOS
et al., 2018; KONTOGIANNOPQULOS et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2010).

A guantidade de TA no vinho permite monitorar um importante parametro de controle
da qualidade, que é sua acidez (MATO et al., 2005). Portanto, é imprescindivel o
desenvolvimento de metodologias analiticas rapidas e simples para determinacédo deste acido
nos vinhos.

O meétodo de referéncia para determinacdo de TA, recomendado pela Associacao de
Quimica Analitica Oficial (AOAC), baseia-se na titulacdo, seguida de uma precipitacéo,
decorrendo, em média, 15 h de reacdo (AOAC, 1975). Outro método de referéncia que
também tem sido utilizado é o da Organizacdo Internacional da Vinha e do Vinho (O1V),
gue também € baseado em uma reacdo de precipitacdo com um periodo de incubacdo de 12
h, seguido de filtracdo, lavagem e secagem a 70 °C até massa constante (AOAC, 1975).
Outros métodos tém sido propostos, nos quais incluem-se os procedimentos baseados em
cromatografia (FLORES et al., 2012; KRITSUNANKUL et al., 2009; PEREZ-RUIZ et al.,
2004), eletroforese capilar (GOLUBENKO et al., 2012) e sistemas multicomutados de
analise em fluxo (FERNANDES & REIS, 2006; OLIVEIRA et al., 2010).

Estudos recentes mostram o desenvolvimento de meétodos utilizando eletrodos de
carbono vitreo, onde um dos trabalhos reporta o0 uso de nanoparticulas de ouro e grafeno
(SONG et al., 2012) e outro utilizou nanofio de germanato de cobre Il (CAl et al., 2012)
para modificacdo do substrato e posterior determinacdo do TA. O fato desse &cido ndo ser
eletroativo em eletrodos convencionais torna escasso o desenvolvimento de métodos
voltamétricos para determinagdo deste acido, impondo assim, a necessidade do uso de
eletrodos modificados para o desenvolvimento de tais métodos de analise.

2.1.2 TRIPTAMINA E HISTAMINA

Nos ultimos anos tém crescido os estudos acerca da presenca de ABs em vinhos, onde
sdo encontrados niveis de concentracdo relativamente baixos no final da fermentacéo

alcodlica, podendo aumentar durante a fermentacdo malolética e o envelhecimento, além
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disso, a presenca de alcool nessa bebida pode aumentar a atividade toxica das aminas, pois
inibe a acdo da enzima monoamina oxidase (POLO et al., 2011; LANDETE et al., 2011)

Segundo a literatura, a concentracdo de ABs nos vinhos tintos € maior que a encontrada
nos vinhos brancos, porém a concentragdo maxima desses constituintes em qualquer vinho
é de 50 mg L™, dependendo de sua qualidade (MILHEIRO et al., 2019; PAPAGEORGIOU
et al., 2018). Esses compostos apresentam estrutura alifatica (putrescina, cadaverina,
espermina e espermidina), aromatica (tiramina e feniletilamina) e heterociclica (triptamina
e histamina) (MILHEIRO et al., 2019)

Produzida enzimaticamente pela descarboxilacdo da histidina na presenca da
descarboxilase microbiana, a Hist (1H-imidazole-4-etanamina) € uma amina primaria
heterociclica, de baixo peso molecular. E também produzida através da acdo bacteriana
durante o processamento e armazenamento de alimentos como peixe, gqueijo e carne
processada e bebidas como cervejas e vinhos, podendo estar presente em quantidades
substanciais nesses produtos (DEGEFU et al., 2014 e GUMPU et al., 2014).

No corpo humano, a Hist € um importante mediador em varios processos fisioldgicos
e patoldgicos, incluindo neurotransmisséo e inUmeras func@es cerebrais, secrecao de alguns
hormdnios, regulacdo das funcdes gastrointestinais e circulatorias, e reagdes inflamatorias
(STOJANOVIC et al., 2016). O envenenamento pela ingestao dessa substancia é decorrente
de altos niveis de concentragdo desta substancia nos alimentos e bebidas. Em contrapartida,
a deficiéncia dessa amina no organismo pode causar disturbios neurolégicos e fisicos (GETO
et al., 2014). A ingestdo de Hist a um nivel superior a 2,7 mg kg™ de peso corporal causa a
intoxicacdo do individuo, que pode apresentar sintomas como dor de cabeca, nausea, vomito,
diarreia, coceira, sensa¢éo de queimacéo oral, erupcao cutanea vermelha e hipotenséo, sendo
esses sintomas interrompidos com o uso de anti-histaminicos (DEGEFU et al., 2014; GETO
etal., 2014).

A triptamina é produzida por meio da descarboxilagdo do triptofano ou por
transaminacdo de aldeidos e cetonas e € um precursor da serotonina, que atua no sistema
nervoso central e no trato intestinal. E encontrada em algumas frutas, carnes, queijos e
bebidas, tais como o vinho (COSTA et al., 2016). Essa amina, quando presente em altas
concentracOes pode aumentar a pressdo arterial e causar enxaquecas, além disso, a Trip pode
aumentar a toxicidade da Hist por inibicdo de enzimas desintoxicantes de Hist, fato este que
aumenta o risco de intoxicacdo, uma vez que, normalmente essas aminas encontram-se

juntas em alimentos e bebidas. Apesar do impacto causado pela presenca dessa amina, ndo
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h& nenhum regulamento que controle o teor em produtos de consumo humano (RIO et al.,
2020; SOUZA et al., 2005).

A presenca destas ABs em produtos alimenticios e bebidas e seu potencial toxicologico
impulsionou o desenvolvimento de muitos métodos analiticos para sua quantificagdo,
permitindo o conhecimento sobre sua presenca em bebidas alcodlicas, com destaques para
0s vinhos (BARTOWSKY E STOCKLEY, 2011; DEGEFU et al., 2014; RAMOS et al.,
2014), por ser uma das bebidas mais consumidas em todo mundo. O desenvolvimento desses
métodos é de extrema importdncia para o controle de qualidade dos vinhos. Em
contrapartida, at¢ o momento ndo ha nenhuma regulamentacdo que controle o teor dessas
aminas em bebidas alcodlicas. Sendo assim, a fim de minimizar os efeitos causados por essas
substancias, alguns paises recomendam um limite maximo de Hist em vinhos, a Suica - 10
mg L, Alemanha - 2 mg L, Bélgica - 5mg L™ e Franga - 8 mg L™* (PAPAGEORGIOU et
al., 2018; SOUFLEROS et al., 2007; SOUZA et al., 2005), ja para a Trip ndo é possivel
encontrar regulamento que estabeleca limites maximos para sua concentracao.

Ha relatos na literatura de trabalhos utilizando eletrodos modificados com diferentes
espécies, como porfirinas, nanotubos de carbono dentre outros para determinacao de aminas
biogénicas (BHARGAVI et al., 2014; GETO et al., 2014; IORDACHE et al., 2018;
STOJANOVIC et al., 2016) no entanto, até o presente momento nao foi encontrado nenhum
estudo de determinacao simultdnea desses compostos por técnicas voltamétricas utilizando
eletrodo modificado com MPCs. Os eletrodos quimicamente modificados com
metaloftalocianinas abriram espago para uma nova abordagem para deteccdo de ABs com
baixos LOD e LOQ, tornando possivel a aplicagdo analitica em amostras com baixas

concentracdo desses constituintes sem a necessidade de tratamento prévio da amostra.
2.2 ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS

A reacdo redox desejada em um eletrodo convencional, muitas vezes envolve uma
cinética de transferéncia de elétrons muito lenta, fazendo com que a reagdo ocorra em
potenciais altos, que dependendo do substrato utilizado ndo é possivel observar a resposta
voltamétrica dessa reacdo. No entanto, diferentes espécies, conhecidas como mediadores de
elétrons, podem ser incorporadas a superficie do eletrodo de trabalho, facilitando a
transferéncia de elétrons entre o analito e o substrato. Assim, a transferéncia de elétrons
ocorre entre o eletrodo de trabalho e 0 mediador e ndo diretamente entre o eletrodo e o0 analito
(FAGAN-MURPHY et al., 2015; WANG, 2006). Dessa forma, os eletrodos quimicamente
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modificados (EQMs) tém sido extensivamente utilizados com o intuito de estabelecer e
controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solu¢do (FAGAN-MURPHY etal.,
2015). O uso destes eletrodos apresenta melhoras significativas em relacéo ao eletrodo base,
tais como propriedades eletroquimicas/eletrocataliticas, sensibilidade, seletividade e
reducdo do sobrepotencial de oxidacao ou reducdo de algumas espécies. Dessa forma, o uso
desses materiais facilita as reacdes eletroquimicas dos analitos (CHILLAWAR et al., 2015;
FAGAN-MURPHY et al., 2015).

A modificacdo pode ser feita por ligacdo covalente, adsorcdo do agente na superficie
do eletrodo ou por mistura do modificador e o material condutor, tais modificacdes
apresentam eletroatividade e agem como mediadores de elétrons na interface
eletrodo/solucdo (FAGAN-MURPHY et al., 2015; SKOOG et al., 2005). E imprescindivel
a escolha do substrato a ser modificado, pois este deve apresentar caracteristicas
eletroquimicas favoraveis ao metodo de modificacdo (JAHANBANI E BENVIDI, 2016).
Eletrodos de metais e a base de carbono sdo frequentemente utilizados para se fazer a
modificacdo com diferentes compostos quimicos visando aplicacdes analiticas (SHARMA
et al., 2018).

Entre os substratos utilizados para modificagdo, destacam-se os eletrodos a base de
carbono, por apresentar baixo custo, rapida cinética de transferéncia de elétrons, ampla
janela de potencial, baixa corrente de fundo, inércia quimica e estabilidade, tornando-os
adequados para este fim (SHARMA et al.,2018). Vale ressaltar, que os CPE sdo 0s Unicos
que podem ser produzidos em uma grande variedade de tamanhos, além da facilidade de
modificacdo, podendo ser modificados pela mistura direta do modificador com o p6 de
carbono e o aglutinante (NUNEZ et al., 2018; ZAIB et al., 2015).

Os mediadores de elétrons podem ser espécies organicas, inorganicas, enzimaticas,
entre outras, as quais contribuem significativamente para o aumento da corrente de pico,
resultando em menores limites de deteccdo (RAVICHANDRAN E BALDWIN, 1981,
SVANCARA et al., 2001). Entre estas espécies, destacam-se as MPCs, que tém despertado

grande interesse em estudos eletrocataliticos.
2.3 FTALOCIANINAS

Em 1907, Braun e Tcherniac obtiveram, acidentalmente, um composto que
apresentava coloragéo azul a partir do subproduto da preparacdo da orto-cianobenzamida,
composto esse que foi nomeado posteriormente como ftalocianina (PC) (LOMAX, 2008).
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Em geral, esses compostos apresentam coloragdo azul ou verde e as PCs ndo substituidas
possuem baixa solubilidade em &gua e em alguns solventes organicos (LOMAX, 2008;
OZCESMECI et al., 2013).

Esses complexos possuem estrutura planar semelhante as porfirinas, sdo heterociclicos
aromaticos que consistem em quatro anéis de isoindol unidos por a&tomos de nitrogénio e
dois atomos centrais de hidrogénio (H2PC, Figura 3A) podendo ser substituidos por metais
de transicdo, os quais dao origem as MPCs (JEONG et al., 2017; Ll et al., 2017; ZHONG et
al., 2013), Figura 3B.

Figura 3 - Estruturas moleculares das ftalocianinas. (A) Molécula na forma acida (H2PC). (B) MPCs ou
metaloftalocianinas, onde M representa o centro metalico.
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As MPCs sdo bastante estudadas devido as suas propriedades eletroquimicas, as
quais podem ser alteradas pelo numero e natureza dos substituintes no anel, estado de
oxidacdo do metal, propriedades dos substituintes e natureza do solvente (BROWN E
KUCERNAK, 2001; OMEROGLU E BIYIKLIOGLU, 2015). As PCs demonstram ser
eletrocatalisadores eficientes para um grande numero de reagdes de oxidacdo-reducao,
devido a diferentes estados de oxidagdo do centro metalico, dos processos redox que ocorrem
no anel das PCs ou em ambos (OMEROGLU e BIYIKLIOGLU, 2015).

A oxidacdo que ocorre no anel das MPCs ou em seu centro metalico depende
exclusivamente dos niveis de energia dos orbitais de fronteira, orbitais “d  para os metais
de transicdo, e os orbitais do anel, particularmente os orbitais HOMO e LUMO. E possivel
observar dois processos redox no anel da PC pela remocéo de elétrons do orbital HOMO e
adicdo de elétrons no LUMO, respectivamente (BROWN e KUCERNAK, 2001; NAS et al.,
2017).
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A diferenca no comportamento voltamétrico das MPCs pode ser atribuida a
participacdo do metal na reacdo, as que apresentam Co(ll), Mn(Il) e Fe(ll) como centro
metéalico, por exemplo, os niveis de energia dos orbitais “d ” encontram-se entre os orbitais
moleculares HOMO e LUMO da PC, desta forma o centro metalico é redox ativo e, portanto,
séo reduzidos e/ou oxidados mais facilmente que os complexos de Zn(Il), Ni(Il) ou Cu(ll)
(GOK etal., 2016; KURT etal., 2017; NAS et al., 2017). Varios estudos eletroquimicos tém
sido realizados utilizando as MPCs, dentre as mais utilizadas encotram-se as ftalocianinas
de ferro (FePC), niquel (NiPC), cobre (CuPC), zinco (ZnPC) e cobalto (CoPC) (DEON et
al., 2015; DEVASENATHIPATHY et al., 2015; BROWN e SCHOENFISCH, 2018;
JERKOVIC et al., 2018; ).

A FePC foi o primeiro complexo de metaloftalocianina a ser descoberto em 1927 e
tem se mostrado um excelente eletrocatalisador para varias reagdes quimicas e
eletroquimicas. A oxidagdo desse complexo ocorre de forma mais intensa em potenciais
negativos na presenca de Cl ou OH, os quais estabilizam o complexo Fe(lll) (L’HER E
PONDAVEN, 2003; OMEROGLU E BIYIKLIOGLU, 2015).

A NiPC é um material semicondutor e pode ser aplicada em estudos eletroquimicos
para eletrocatalisar reacbes de diversas especies quimicas. As NiPC tetrassulfonadas
(NiTsPC) apresentam maior facilidade de oxidacao do centro metélico quando comparada a
NiPC, fato que se deve a presenca de grupos substituintes ligados covalentemente aos anéis
das PCs, que atuam como retiradores de elétrons. No entanto, devido a alta solubilidade da
NiTsPC em agua, a modificacdo ndo pode ser feita incorporando-a diretamente na superficie
ou na composicdo do eletrodo, necessitando que outros métodos mais elaborados sejam
utilizados para modificagdo (DE LUCENA et al., 2018). Segundo a literatura as
propriedades redox dessa PC estdo diretamente relacionadas com o centro metalico
(O'DONOGHUE et al., 2017).

A CuPC foi descoberta h&a quase 80 anos, no entanto devido a sua baixa atividade
eletrocatalitica comparada a outras ftalocianinas metélicas, poucos estudos eletroquimicos
podem ser encontrados na literatura (BORSOS E INZELT, 2015). Estudos com CuPC
demonstram que o centro metalico ndo participa da reacdo, neste caso, as reacdes de
oxidacgéo e/ou reducéo ocorrem apenas no anel da PC (ARICI et al., 2013). A partir de dados
voltamétricos, € possivel observar que a oxidagdo e/ou reducdo dos anéis das PCs dependem
fortemente dos substituintes ligados ao anel, solvente utilizado e do centro metélico.

Encontra-se bem fundamentado na literatura que a CuPC apresenta processos redox
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reversiveis em que 0s sinais observados, tanto na faixa anddica quanto na faixa catodica,
foram atribuidos a eletroatividade dos anéis da PC (BORSOS E INZELT, 2015; CARO et
al., 2003; L’HER E PONDAVEN, 2003).

O Zn foi bastante estudado como metal central para MPCs em aplicagdes industriais
e médicas. A ZnPC recebeu muita atencdo devido a inatividade do seu centro metalico, onde
0s processos redox sdo baseados nos macrociclicos que formam as PCs. A eletroquimica da
ZnPC tem sido amplamente estudada sendo possivel observar 0s processos de reducgédo e
oxidacdo, os quais sdo reversiveis e quase reversiveis, respectivamente (L’HER E
PONDAVEN, 2003; OZCESMECI et al., 2013).

Os complexos de cobalto tém sido amplamente utilizados devido as suas propriedades
eletrocataliticas, que estdo totalmente relacionadas com a complexidade da quimica de
coordenacao do cobalto (L’HER E PONDAVEN, 2003). As CoPC sofrem processos redox
rapidos com pequenos gastos de energias, podendo atuar como mediadores de elétrons em
diversas reacdes. O comportamento eletrocatalitico da CoPC esta associado a processos
redox relacionados ao centro metalico, os quais envolvem os pares, Co(ll)/Co(lll) e
Co(IN/Co(l) e processos que ocorrem no anel da PC, que podem envolver os pares PC(-
2)/IPC(-1) e PC(-2)/PC(-3) (LOURENCO et al., 2016; OZGUL et al., 2015). O complexo
de CoPC possui uma quimica bastante complexa, cuja mudancga nos potenciais dos processos
redox ocorre devido a adi¢do de grupos substituintes ligados ao anel, os quais contribuem
para o aumento de energia entre os orbitais HOMO e LUMO, dessa forma a primeira reacdo
de reducédo ocorre no centro metalico, sendo a reducdo do anel da PC muito mais dificil
(L’HER E PONDAVEN, 2003).

As MPCs ndo substituidas apresentam baixa ou nenhuma solubilidade em agua e em
alguns solventes, mas essa solubilidade pode ser aumentada adicionando aos aneis de
isoindol grupos doadores (-NHz, Ar-S, RO- etc.) ou receptores (F, Cl, Br, NO. etc.) de
elétrons ou grupos de cadeias volumosas (Figura 4). As substituicdes podem ser feitas de
diferentes formas e contribuem para o aumento da solubilidade e o enriquecimento das
propriedades eletroquimicas, fisicas e quimicas desses complexos (ARICI et al., 2013;
KARUPPIAH et al., 2015).
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Figura 4 - Estrutura da ftalocianina substituida (R = NHz, Ar-S, RO, SOs, F, Cl, Br)

2.3.1 USO DE MPCs COMO MEDIADORES DE ELETRONS

A grande variedade de estados de oxidacdo das MPCs, associado as diversas
alternativas de substituicdo e a facilidade de sofrer reacdes redox, com pequenos gastos de
energia, contribui para o aumento significativo na intensidade de corrente elétrica, refletindo
diretamente no aumento da sensibilidade do método proposto, possibilitando muitas vezes a
determinacdo de substancias que ndo apresentam eletroatividade em substratos ndo
modificados. Desta forma, o uso das MPCs tem sido cada vez maior no desenvolvimento de
diversos sensores eletroquimicos para determinar diferentes espécies em diversas matrizes
(BROWN E KUCERNAK, 2001; NAS et al., 2017).

Em 2013, Nascimento e colaboradores desenvolveram um CPE modificado com CoPC
para determinacdo de &cido citrico (CA) em amostras de sucos comerciais utilizando um pre-
tratamento simples da amostra para eliminar a interferéncia causada por outros acidos
organicos presentes nas amostras analisadas. E importante destacar que a presenca da CoPC
tornou possivel a determinagdo eletroquimica do CA, pois 0 mesmo ndo apresenta
eletroatividade em eletrodos sélidos convencionais. O método proposto apresentou LOD de
2,4 umol L e LOQ de 8,46 pmol L?, a quantificagdo na amostra foi realizada ap6s os
estudos voltamétricos utilizando um método de anélise em fluxo associada a técnica de
amperometria (NASCIMENTO et al., 2013).

Karuppiah et al. (2015) utilizaram o GCE modificado com NiTsPc e FMWCNT para
determinacdo de dopamina em amostras de sangue humano. Os autores basearam-se nas

interacdes eletrostaticas entre o substrato modificado, uma vez que a modificacdo encontrava
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- se carregada negativamente e a dopamina, carregada positivamente. Neste trabalho
verificou-se o comportamento da dopamina frente ao GCE ndo modificado e modificado
com NiTsPc, FMWCNT e FMWCNT-NiTsPc, este ultimo apresentou melhores resultados,
mostrando que o uso da NiTsPc juntamente com 0 FMWCNT contribuiu consideravelmente
para obtencdo de uma melhor resposta analitica, possibilitando a determinacdo desse
composto na faixa de umol L na presenca de interferentes como o acido ascérbico e &cido
arico (KARUPPIAH et al., 2015).

Abbas et al. (2015) desenvolveram um novo sensor de cisteina combinando o efeito
catalitico das nanoparticulas de ouro com a FePC. O objetivo do trabalho consistiu na
modificacdo do CPE para a determinagdo de cisteina em formulagBes farmacéuticas, na
presenca de diferentes interferentes. Os resultados mostraram a diminuicdo da resisténcia do
sensor a medida que aumentou a quantidade de FePC para 5%, estando este comportamento
relacionado a atividade catalitica da PC. No entanto, houve uma melhoria significativa de
transferéncia de elétrons com a inclusdo de 0,055% das nanoparticulas de ouro, o que
resultou na significativa transferéncia de elétrons juntamente com o deslocamento do
potencial de pico para potenciais menos positivos, de 0,75 V para 0,62 V (ABBAS et al.,
2015).

Um sensor amperométrico para determinagéo de hidrazina foi desenvolvido utilizando
MWCNT e FeTsPc, os resultados mostraram melhores respostas voltamétricas e
consequentemente menores LOD e LOQ e baixo potencial de oxida¢do da hidrazina quando
comparado com outros eletrodos modificados. Esses estudos mostraram que ha uma forte
interagdo m-w entre os orbitais moleculares dos MWCNT moleculares da FeTsPc, fazendo
com que esses compostos sejam excelentes eletrocatalisadores, contribuindo para a obtencéo
de uma maior corrente de pico e, consequentemente, maior sensibilidade do método
proposto. O sensor desenvolvido apresentou alta sensibilidade com LOD de 7,6 nmol L
(DEVASENATHIPATHY et al., 2015).

Um CPE modificado com CuTsPc imobilizada na superficie do substrato por silica
organofuncionalizada contendo o grupo 1,4-diazabiciclo[2, 2, 2]octano foi utilizado para
determinar dopamina utilizando a CV. Os estudos mostraram que a resposta eletroquimica
da dopamina na presenga da CuTsPc mostra potenciais de picos mais baixos e maiores
intensidades de correntes quando comparados com o CPE ausente da modificagdo com a
ftalocianina. Ao comparar o desempenho do eletrodo desenvolvido com outros encontrados

na literatura para determinacdo de dopamina, observa-se que o CPE modificado com a
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CuTsPc apresentou melhores resultados de LOD, com valor encontrado de 0,42 pmol L
(DEON et al., 2015).

Um GCE foi modificado com quitosana e CuTsPc para determinacdo de metronidazol
em amostras farmacéuticas e de urina. A quitosana foi escolhida como agente dispersante
devido sua forte interacdo eletrostatica com a CuTsPc, estabilizando assim o filme formado
sobre o substrato. Além disso, a baixa solubilidade da quitosana em agua a faz atuar como
camada protetora da PC que a mantém dispersa na matriz da quitosana. A presenca do
modificador alterou o aparecimento do processo de reducéo referente ao analito de -0,44 V
no GCE para -0,47 V no sensor modificado e obteve-se valores de correntes 3 vezes maiores
comparado as correntes obtidas em GCE. A curva analitica foi construida numa faixa de
concentracio de 6,0 a 80 nmol L utilizando a DPV, obtendo um limite de deteccéo de 0,41
nmol L (MEENAKSHI et al., 2016).

Holanda e colaboradores (2016) desenvolveram uma metodologia para quantificacéo
de acetaminofeno utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de
ouro, FMWCNT e CoPC por SWV. Segundo os autores, a interagdo dos FMWCNT com 0s
complexos de MPCs ocorre através das interagdes -1 ndo covalentes, apresentando maiores
efeitos cataliticos e melhorando a taxa de transferéncia de elétrons. Dessa maneira obtiveram
um processo redox bem definido com maiores correntes de picos comparados com o0 sensor
ndo modificado, apresentando valores de 0,135 pmol L™* e 0,450 pmol L™ para o LOD e
LOQ, respectivamente (HOLANDA et al., 2016).

Huayhuas-Chipana e colaboradores (2017) empregaram a NiTsPc para determinacao
de 2-nitro-p-fenilenodiamina em &gua de torneira utilizando um eletrodo de ouro impresso
modificado a partir do método de monocamada automontada, construida a partir do 3-
mercapto-1-propanossulfonato e, posteriormente coberto com multicamadas de quitosana,
dodecil sulfato de sodio e a NiTsPc. Para fins analiticos utilizou-se a SWV e um sistema de
analise em fluxo, alcangando valores de LOD e LOQ, 1,2 e 4,1 pmol L%, respectivamente,
inferiores aos métodos encontrados na literatura (HUAYHUAS-CHIPANA et al., 2017).

Recentemente, Jerkovi¢ e colaboradores (2018) desenvolveram um CPE modificado
com CoPC e MWCNT para determinacdo de acidos graxos poli-insaturados, em particular
0 acido linoleico presente em amostras de 6leo de cartamo com pre-tratamento simples da
amostra, apresentando LOD e LOQ de 2,5 pg mLt e 7,5 ug mL?, respectivamente
(JERKOVIC et al., 2018).
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As pesquisas apresentadas até aqui destacam que o extenso uso das MPCs, substituidas
e ndo substituidas, evidencia sua grande importancia em investigacdes eletroquimicas como
eletrocatalisadores para uma grande variedade de moléculas, possibilitando estudos com
espécies que ndo apresentam eletroatividade em eletrodos so6lidos convencionais,
viabilizando a determinagdo de diferentes compostos em diversas matrizes através do

desenvolvimento de métodos voltamétricos.
2.4 TECNICAS VOLTAMETRICAS

A eletroanalitica ou eletroanalise se desenvolveu a partir da descoberta da polarografia
(primeira técnica voltamétrica) pelo quimico Jaroslav Heyrovsky em 1922. Na polarografia,
um eletrodo gotejante de mercurio é utilizando como eletrodo de trabalho para monitorar e
identificar reacdes de diferentes compostos, tais como metais, compostos organicos e
organometalicos (ZANONI et al., 2017). De forma geral, essas técnicas fundamentam-se
nos fendmenos que ocorrem na interface do eletrodo de trabalho e a solucéo adjacente a sua
superficie (SOUZA et al., 2003).

A voltametria baseia-se na medida da corrente elétrica em uma célula eletroquimica
resultante de uma reacdo de oxirreducdo durante a aplicacdo controlada de um potencial,
favorecendo a transferéncia de elétrons. A corrente flui entre o eletrodo de trabalho e o contra
eletrodo, com o potencial controlado frente a um eletrodo de referéncia, em geral Ag/AgCl,
e a cinética da reacdo redox é controlada pela velocidade da transferéncia de elétrons e de
massa do analito para a superficie do eletrodo (BARD et al., 2008; BRETT E BRETT, 1993).
As principais técnicas voltametricas sdo a Voltametria Ciclica (CV), Voltametria de Pulso
Diferencial (DPV) e Voltametria de Onda Quadrada (SWV) (BARD et al., 2001; BRETT E
BRETT, 1993; WANG, 2000).

O funcionamento da CV consiste basicamente na aplicacdo de um potencial na forma
de uma onda triangular no eletrodo de trabalho com velocidade conhecida. Ao atingir o
potencial final desejado, a varredura é revertida ao valor inicial e essa aplicacdo de potencial
resulta na oxidacdo e/ou reducdo das espécies eletroativas na superficie do eletrodo de
trabalho (HELMUT E WILLIAMS, 2001; OZKAN et al., 2015; WANG, 2000). Esta técnica
possibilita investigar o comportamento redox de espécies eletroativas e permite a
identificacdo de intermediarios ou produtos de reacdo. Alem disso, € utilizada para fornecer
informac@es quantitativas sobre a cinética de reacdo de transferéncia de elétrons bem como

0 conhecimento acerca da reversibilidade do sistema (BARD et al., 2008). Nos processos
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reversiveis a velocidade de transferéncia de elétrons em ambas as direcGes € extremamente
rapida e o sistema atinge o equilibrio durante todos os processos redox. Nos processos
irreversiveis ndo se observa resposta voltamétrica na varredura correspondente ao sentido
oposto e a etapa de transferéncia de carga é lenta. Os processos quase-reversiveis sdo
processos ndo reversiveis, que dependendo da velocidade de varredura tornam-se
irreversiveis, como nesse tipo de reacdo a cinética € lenta, as espécies eletroativas chegam a
superficie do eletrodo com um certo atraso, nestes processos hd um deslocamento do
potencial de meia onda (BARD et al., 2001, 2008; BRETT E BRETT, 1993; TICIANELLI
E GONZALEZ, 2005; WANG, 2000).

Com o surgimento da era digital, as técnicas de pulso comegaram a substituir as
polarograficas na década de 50 e tém sido amplamente utilizada até os dias atuais (SOUZA
etal., 2003). A DPV foi proposta por Barker e Gardner no ano de 1953, com a finalidade de
diminuir os limites de deteccédo e quantificacdo de compostos eletroquimicamente ativos.
Nesta técnica a corrente capacitiva é proporcional a eR¢, onde t é o tempo, R é a resisténcia
da solucdo e C é a capacitancia da dupla camada elétrica, sendo a corrente faradaica
proporcional a t™2, por isso 0 decaimento da corrente capacitiva ap6s a aplicacio do pulso é
muito mais rapida, do que o da faradaica. Assim essas correntes sdo subtraidas e, entéo,
registradas versus o potencial aplicado (BARD et al., 2008; BRETT & BRETT, 1993). Esta
é uma das técnicas de pulso mais sensivel e extremamente Gtil para quantificar compostos
organicos e inorganicos em niveis de tracos (HARRIS, 2001). Na DPV, pulsos de potencial
sucessivos sao aplicados sobre uma rampa ou escada de potencial com incremento em
intervalos periddicos de tempo e iguais amplitudes, onde a corrente medida € lida duas vezes,
uma antes da aplicagéo do pulso e outra no final da vida do pulso (BARD et al., 1944, 2008).

A SWV comecou a ser estudada por Geoffrey Barker e colaboradores em 1953 com o
objetivo de compensar a corrente capacitiva residual obtida nas analises polarograficas,
aquela é considerada uma das técnicas de pulso mais rapida e sensivel (BARD et al., 2008;
SKOOG et al., 2005). O potencial utilizado corresponde a aplicacdo de uma onda quadrada
de amplitude constante sobreposta a uma escada de potencial (igual periodo), entre o
eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia, enquanto o sinal de resposta corresponde na
medida da corrente elétrica, a qual € amostrada no final de cada pulso direto e reverso onde
sdo obtidos simultaneamente os dois sinais de resposta, um referente a corrente direta,
relativo ao pulso direto, e outro & corrente reversa, relativo ao pulso reverso. Portanto, a

corrente total corresponde a diferenca entre a corrente direta e a reversa (BARD et al., 2008;
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BRETT E BRETT, 1993; SKOOG et al., 2005; WANG, 2006). Esta técnica permite a
eliminacdo quase total da corrente capacitiva, haja vista que as correntes sdo amostradas em
iguais intervalos de tempo, o que leva a uma medida essencialmente faradaica, ou seja,
obtencdo de medidas de correntes elétricas diretamente proporcionais a concentracdo do
analito. Tal comportamento faz da SWV uma técnica extremamente sensivel podendo ser
comprada as técnicas cromatograficas (SKOOG et al., 2005; SOUZA et al., 2003;
TICIANELLI E GONZALEZ, 2005).

Uma etapa importante associada a versatilidade das técnicas voltamétricas é a escolha
do material do eletrodo de trabalho, que deve apresentar elevada sensibilidade e seletividade
em aplicaces eletroquimicas e eletroanaliticas (USLU E OZKAN, 2007). Alguns problemas
associados a presenca de interferentes nas matrizes podem ser encontrados e uma das
alternativas € a utilizacdo do método de preparo de amostra, no entanto, a alta complexidade
desses procedimentos torna inviavel o desenvolvimento dos métodos voltamétricos para
aplicacdo em matrizes complexas. Outra alternativa é a utilizacdo de ferramentas
quimiométricas capazes de contornar o alto grau de sobreposicdo causado por outras
espécies presentes na amostra, possibilitando a quantificacdo do analito com precisdo e
confiabilidade (JALALVAND et al., 2019).

2.5 TECNICAS QUIMIOMETRICAS

As técnicas quimiométricas utilizam modelos matematicos e estatisticos para
fornecer o méaximo de informacdes analiticas através da analise dos dados instrumentais,
possibilitando a interpretacdo de dados cada vez mais complexos (AHMADVAND et al.,
2017; ARANCIBIA et al., 2012; ESCANDAR et al., 2014). A quimiometria é uma subarea
da quimica analitica e um dos principais objetivos que impulsionou os quimicos analiticos a
desenvolverem os métodos quimiométricos foi a complexidade apresentada pelos dados
instrumentais (MILLER, 2010).

O planejamento e otimizagdo de experimentos, o reconhecimento de padrdo e a
calibracdo fazem parte das técnicas quimiométricas que sao utilizadas para planejar e/ou
obter informac6es acerca de dados analiticos. O planejamento e otimizacdo de experimentos
é empregado para diminuir o nUmero de ensaios e otimizar as condi¢cdes experimentais de
determinados experimentos de bancada (TORBJORN et al.,1998). O reconhecimento de
padrdo busca semelhancas no sistema quimico analisado através de analises exploratorias

nos dados (BRERETON, 2015) e a calibragdo constr6i modelos matematicos capazes de
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correlacionar propriedades quimica do(s) analito(s) com diversos sinais registrados no
instrumento (BRERETON, 2000).

Na calibracdo univariada, apenas uma grandeza instrumental € obtida, a qual é
relacionada com uma propriedade do analito, que geralmente & a concentracdo
(KOSCIELNIAK E WIECZOREK, 2016). Mesmo que bastante difundida e consolidada na
literatura, algumas dificuldades podem ser encontradas, como a presenca de espécies
interferentes, o que dificulta ou até mesmo impossibilita a analise (ARANCIBIAetal., 2012;
ESCANDAR et al., 2007, 2014; OLIVIERI, 2014).

A calibragcdo multivariada utiliza um conjunto de sinais instrumentais que podem ser
relacionados com a concentracdo de um ou mais analitos, possibilitando a deteccéo
simultanea de espécies quimicas presentes na amostra analisada. No entanto, para evitar a
presenca de interferentes, faz-se necessario modelar o maximo de espécies quimicas na etapa
de calibracdo e, para isso, 0 modelo de calibracdo deve ser construido utilizando o méaximo
de amostras, pois quanto mais espécies for modeladas na calibragdo, menor a possibilidade
de interferentes no momento da predi¢do (BRO, 2003; MASSART, 1997).

A complexidade da maioria das matrizes levou aos avangos instrumentais na quimica
analitica, como a obtencéo de sinais para uma mesma amostra em mais de um sensor, dando
origem aos dados de segunda, terceira e quarta ordem, em que cada sinal é funcéo de, pelo
menos, trés fontes diferentes de variacdo, como por exemplo, nos dados voltamétricos
podemos ter a variacdo da corrente, do potencial de varredura e da frequéncia de pulso ou
pH (ESCANDAR et al., 2007; AMIGO E MARINI, 2013). Tais avancos influenciaram no
desenvolvimento de métodos quimiométricos mais complexos que fossem capazes de extrair
informacéo de dados multivias, surgindo assim a calibragdo multivias (ARANCIBIA et al.,
2012; ESCANDAR et al., 2014).

A calibragcdo multivias foi desenvolvida com o objetivo de minimizar a necessidade de
analisar inimeras amostras, como se faz na calibracdo multivariada (OLIVIERI, 2014).
Além disso, a calibragdo multivias apresenta a “vantagem de segunda ordem” que possibilita
quantificar com precisdao um ou mais analitos na presenca de diversos interferentes que nao
foram incluidos na etapa de calibracdo (OLIVIERI, 2012). Esta caracteristica, além de
contribuir para 0 aumento significativo da seletividade do método proposto, reduz o nimero
de amostras a serem modeladas (OLIVIERI, 2012).

Para se fazer uso dos métodos quimiométricos € necessario saber o tipo de dados que

sera gerado pela instrumentacdo analitica utilizada (AHMADVAND et al., 2017;
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ESCANDAR et al., 2014). Em outras palavras, significa dizer que a caracteristica de cada
conjunto de dados, aliado aos diversos sensores usados para descrever uma Unica
propriedade quimica do(s) analito(s), deve ser observado criteriosamente antes de selecionar
0 método de calibragdo multivias a ser utilizado, levando em consideragdo as ferramentas
singulares que cada algoritmo possui para contornar 0s problemas existentes nos dados a
serem analisados (SMILDE et al., 2004; BRO et al., 2008; AMIGO E MARINI, 2013).

Entre os métodos quimiométricos mais utilizados no tratamento dos dados
voltamétricos de segunda ordem, podemos citar os minimos quadrados parciais desdobrado
com bilinearizagéo residual (U-PLS/RBL) (DIEZ et al., 2015; JALALVAND et al., 2015;
JALALVAND et al., 2015). O sucesso do uso deste algoritmo, neste tipo de dados, esta
associado a flexibilidade do U-PLS/RBL frente a capacidade de alcancar a vantagem de
segunda ordem e a quebra da trilinearidade dos dados (em um dos modos o perfil
instrumental do analito varia a cada medida e consequentemente a diferenga de uma amostra
para outra deixa de ser apenas em intensidade, por exemplo, dos dados voltamétricos ha um
deslocamento natural dos potenciais de pico a cada medida para um mesmo analito fazendo
com que a trilinearidade dos dados voltamétricos seja rompida) (AHMADVAND et al.,
2017; ARANCIBIA et al., 2012; ESCANDAR et al., 2014).

25.1 MINIMOS QUADRADOS PARCIAIS DESDOBRADOS COM
BILINEARIZACAO RESIDUAL (U-PLS/RBL)

O U-PLS é uma extensdao dos minimos quadrados parciais (PLS) classico aplicado a
dados multivias desdobrados (ESCANDAR et al., 2007; OLIVIERI et al., 2015). No
entanto, esse modelo ndo alcanga a “vantagem de segunda ordem” quando constituintes ndo
modelados na etapa de calibragdo encontram-se presentes na amostra.

O primeiro passo da modelagem U-PLS é converter cada uma das matrizes de
calibracdo (JXK) em vetores (JKx1). Apds esse desdobramento, uma nova matriz de
calibracdo X € construida colocando todos os vetores da coluna adjacente um ao lado do
outro. Em seguida, a matriz X é submetida a regressdo PLS cléssica, sendo decomposta pelo
produto de duas matrizes, P (matriz de pesos) e T (matriz de escores). O numero ideal de
variaveis latentes é obtido pela validacao cruzada, necessaria para explicar a variagdo em X¢

minimizando a matriz residual (Ec) de acordo com a Equagéo (1) abaixo:

XC:PTT‘l‘ EC (1)
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Posteriormente, o modelo é utilizado para prever a concentracdo da amostra
desconhecida (y) na matriz de predicdo (Xpred) usando 0s escores da amostra desconhecida

(T) e o vetor de coeficientes de regressao (v) de acordo com a Equacéo (2):
y=VTT 2)

Quando constituintes ndo calibrados estdo presentes em Xpred, 05 €scores T da amostra
desconhecidas sdo inadequadas para a predi¢do da concentracdo do analito. Este problema
pode ser resolvido utilizando a etapa de bilinearizagdo residual (RBL). A RBL mantém
constante a matriz P, obtida na etapa de calibracdo, variando T e minimizando a matriz E,
pelo procedimento iterativo ou Gauss-Newton (ALFARHANI et al., 2018; ESCANDAR et
al., 2007; OLIVIERI et al., 2015) de acordo com a Equacéo (3) abaixo:

VeC(XC) =PT +Vec [BuneGune(Cune)T] + E¢ (3)

onde, [ByneGune(Cune)T] € uma matriz truncada para N fatores (N corresponde
idealmente ao nimero de interferentes presentes na amostra), obtida pela decomposi¢éo do

valor singular (SVD) da matriz E¢, de acordo com a Equacéo (4) abaixo:
BuneGune(Cune)T = SVD (E¢) 4)

Se o residuo obtido para N fatores RBL ndo estiver em concordancia com o residuo
instrumental estimado para o conjunto de calibracdo, o procedimento RBL deve ser
conduzido para N + 1 fator.

O método analitico desenvolvido é avaliado por pard@metros de desempenho analitico,
que corresponde a valores numéricos calculados em funcdo da sensibilidade e do ruido
instrumental e, para este fim, Olivieri e colaboradores propuseram uma forma de calcular a
sensibilidade baseada na propagacao da incerteza na calibracdo (OLIVIERI et al., 2015). Os
parametros mais utilizados para a avaliagdo do método sdo, sensibilidade, sensibilidade
analitica, LOD, LOQ e o erro relativo de predigdo. A sensibilidade é calculada com a Equacao
(5):

SEN = {9 [Z8p( = ZunxZitnx) Zexp) " gn} ™ */* (5)

Onde, Zexp representa o comportamento dos constituintes calibrados (corresponde aos
loadings de calibragdo), o vetor gn seleciona adequadamente os loadings refletindo

especificamente o comportamento do analito. O fator (I — Z,,,,,Z;,) é a forma matematica



Fundamentacao tedrica 38

da vantagem de segunda ordem, sendo Z,,,,,,, uma matriz de blocos construida a partir dos
perfis extraidos dos componentes ndo-calibrados.
A sensibilidade analitica é a razdo entre a sensibilidade e ruido instrumental, como
mostra a Equacéo (6):
¥y = SEN/o (6)

Essa grandeza é medida em unidade de concentracao e independente do sinal medido,
podendo ser empregado para comparar diferentes metodologias. A sensibilidade analitica é
tida como o inverso da diferenca de concentracdo minima que pode ser observada ao longo
do intervalo analitico linear, onde y = a;l. Em que ox corresponde as variancias nos sinais
instrumentais e oy as variancias nas concentragdes de calibragdo (OLIVIERI et al., 2015).

Outros dois parametros de desempenho analitico importantes sdo, LOD e LOQ, em
que o LOD corresponde a menor concentracdo do analito presente em uma amostra, que
pode detectada de forma confiavel (em geral 95% de confianca) e seu valor pode ser obtido

atraveés da Equacdao (7).

3Sp

LOD = (7)

Ja o LOQ é a menor concentracdo do analito que o método é capaz de quantificar e seu
valor é obtido através da Equacao (8).

L0Q = 22 ®

Onde Sp é o desvio-padrdo da meédia do sinal do branco em eletrolito e b é a
sensibilidade da curva analitica e as constantes 3,3 e 10, correspondem a probabilidade de

erros & 95% de confianca das curvas gaussianas.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar o comportamento eletroquimico do TA sobre eletrodos de pasta de carbono
modificados com diferentes ftalocianinas metalicas;

Quantificar o TA na presenca de interferentes utilizando ferramentas quimiométricas para
eliminar o efeito de interferéncia nas amostras de vinho;

Construir modelos de calibracdo para o TA empregando solugdes padréo, seguido da
modelagem dos dados com os Minimos quadrados parciais desdobrados com
bilinearizacéo residual (U-PLS/RBL);

Testar o modelo de calibracdo através do conjunto de validagcéo constituido pela mistura
dos acidos latico, malico, tartarico e succinico para explorar a vantagem de segunda
ordem;

Aplicar o modelo validado na predi¢cdo do TA nas amostras de vinhos.
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4 EXPERIMENTAL

4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os produtos quimicos utilizados neste trabalho foram de grau analitico e todas
as solugdes foram preparadas com agua deionizada de um sistema Millipore Milli-Q
(condutividade de 0,1 < uS cm™). Todas as MPCs (97%), 6leo mineral e p6 de grafite (< 20
um) foram adquiridos da Sigma-Aldrich e a acetona (99,5%) obtida da Quemis, enquanto
que os acidos, tartarico, latico, malico e succinico foram adquiridos da VETEC. O tampéo
acetato 0,05 mol L (ajustado a pH = 3,0, 4,5 e 6,2), foi usado como eletrdlitos de suporte.
Solugdes estoque de TA, (0,04 mol L) para os estudos eletroquimicos foram preparadas
diariamente no eletrolito suporte. As solugdes estoques dos &cidos utilizadas no
planejamento foram preparadas na concentragéo de 0,0125 mol L™ no eletrélito suporte (pH

4,5), com dilui¢cbes subsequentes na célula eletroquimica.
4.2 INSTRUMENTACAO E PROGRAMA DE CONTROLE

Todas as medidas foram realizadas utilizando um potenciostato/galvanostato Eco
Chemie Autolab (Modelo PGSTAT 302N) (Figura 5) controlado pelo programa NOVA
1.10.4. Os estudos de CV e de SWV foram realizados utilizando uma célula eletroquimica
de compartimento unico de 40 mL composta por um CPE modificado ou ndo modificado
como eletrodo de trabalho, Ag/AgCl (KCI, 3,0 mol L) como eletrodo de referéncia e um

bastdo carbono vitreo como eletrodo auxiliar.

Figura 5 - Imagem do potenciostato/galvanostato Eco Chemie/Autolab (Modelo PGSTAT302N)

( autoLaB e )
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Todos os tratamentos quimiométricos foram realizados em ambiente MATLAB 2010.

Para a correcdo da linha de base dos dados, utilizou-se a rotina de regressao spline dos
minimos quadrados assimétricos (AsSLSSR) (EILERS et al., 2006). Para corrigir o
deslocamento do sinal voltamétrico, causado por alguns fenbmenos que ocorrem na interface

eletrodo/solucdo, foi utilizado o alinhamento por correcdo otimizada (COW) (NIELSEN et
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al., 1998). Esse método € baseado em uma funcdo de correcdo linear, que consiste na
sincronizacao de sinais inteiros e é composto de segmentos cuja inclinacdo é permitida para
obter um nimero limitado de valores. Os intervalos correspondentes na amostra contém um
numero diferente de pontos e a interpolacéo linear é usada para que eles sejam compactados
ou expandidos para 0 mesmo comprimento, com intervalos correspondentes ao sinal de
referéncia (JALALVAND et al., 2019). Por fim, utilizou-se a caixa de ferramentas MVC2
(OLIVIERI et al., 2009) para construir os modelos U-PLS/RBL (OHMAN et al., 1990;
WOLD et al., 1987).

4.3 PREPARACAO DOS ELETRODOS DE PASTA DE CARBONO

Com base na literatura (LOURENCO, 2016; NASCIMENTO et al., 2013), o preparo
do eletrodo de trabalho seguiu o seguinte procedimento: a pasta de carbono modificada com
a CoPC foi preparada através da mistura direta em almofariz durante 10 minutos utilizando
57% de p6 de carbono e 3% de CoPC. Em seguida a mistura foi dispersa em acetona sob
agitacdo até a completa evaporagdo do solvente e por fim adicionou-se 40% de 6leo mineral.
A construcgéo do sensor (CoPC-CPE) foi realizada a partir da inser¢cdo da mistura pasta de
carbono/CoPC em um tubo de vidro com didmetro interno de aproximadamente 3 mm

contendo fio de cobre como contato elétrico no lado oposto, como ilustrado na Figura 6.

Figura 6 - llustracdo do eletrodo de pasta de carbono modificado (Fonte: LOURENCO, 2016)

Fio de cobre

Tubo de vidro

Solda
Pasta de carbono modificada com CoPC
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4.4 PROCEDIMENTO ELETROQUIMICO

Foi adotado o procedimento desenvolvido por Lourenco (2016) para a obtencdo dos
dados voltamétricos (LOURENCO, 2016). Em que o CoPC-CPE foi mecanicamente polido
com um papel manteiga e posteriormente foi realizado um pré-tratamento eletroquimico que
consistiu em 10 varreduras sucessivas utilizando a SWV numa janela de potencial de 0,8 a
1,25 V em eletrolito suporte, garantindo assim um desempenho eletroquimico satisfatorio
do sensor. As medicdes voltamétricas foram todas realizadas utilizando-se as técnicas de CV
e SWV em tampdo acetato, pH = 4,5 como eletrélito suporte.

Para a obtencdo dos dados voltamétricos as adi¢des das solucbes padrao e das amostras
de vinho utilizaram 20s de agitacdo na célula eletroquimica em circuito aberto e tempo de
equilibrio de 5s, amplitude de pulso de 20 mV, incremento potencial de 5 mV, janela
potencial de 0,8 a 1,25 V e frequéncia 20 Hz. Para obtencao dos dados de segunda ordem, a
frequéncia foi variada numa faixa de 5 a 110 Hz, com incremento de 15 Hz, gerando uma
matriz 8x90 (frequéncia x potencial) para cada solugdo padréo ou amostra e todas as medidas

foram feitas em triplicatas.
4.5 CONJUNTOS DE CALIBRACAO E VALIDACAO

Para o conjunto de calibragdo foram utilizadas 10 solucGes padréo contendo apenas
TA com concentrag@es variando de 10 a 100 umol L. Como os acidos MA, LA e SA sio
eletroativos no CoPC-CPE e estdo presentes no vinho juntamente com o TA
(KRITSUNANKUL et al., 2009), podem atuar como interferentes sobrepondo o sinal
voltamétrico do analito, por isso tais acidos foram utilizados para construir o conjunto de

validag&o. As concentragdes utilizadas estdo mostradas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Valores de concentragdo das misturas do conjunto de validagdo preparado com base no
planejamento Taguchi (KACKER et al., 1991)

(umol L)
Misturas TA SA LA MA
1 25 25 25 25
2 25 45 45 45
3 25 65 65 65
4 25 85 85 85
5 45 25 45 65
6 45 45 25 85
7 45 65 85 25
8 45 85 65 45
9 65 25 65 85
10 65 45 85 65
11 65 65 25 45
12 65 85 45 25
13 85 25 85 45
14 85 45 65 25
15 85 65 45 85
16 85 85 25 65

Os valores de concentracdo destas misturas foram obtidos usando um planejamento
Taguchi (KACKER et al., 1991) com quatro niveis (concentracdes) e quatro fatores (acidos).
As solucdes padréo utilizadas no conjunto de calibragéo e validacdo foram preparadas em
tampao de acetato (pH 4,5) diluindo-as diretamente na célula eletroquimica.

O planejamento Taguchi foi escolhido por garantir a ortogonalidade entre as misturas
com um menor nimero de experimento (KACKER et al., 1991; MAGHSOODLOO E
ENGINEERING, 2004; GAITONDE et al., 2006; CAVAZZUTI, 2013).
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4.6 AMOSTRAS DE VINHOS E ESTUDO DE RECUPERACAO

Dez amostras de vinhos, cinco tintos e cinco brancos, mostradas na Tabela 2, de
diferentes tipos de uvas e origens, foram adquiridas no comércio local da cidade de Jodo

Pessoa-PB.

Tabela 2 - Identificacdo e descrigdo dos vinhos branco e tintos

Vinhos Tipo de uva Safra Origem
Chenin Blanc 2011 Brasil
Moscato Canelli 2015 Brasil

Brancos Sauvignon Blanc 2012 Brasil
Moscato 2016 Brasil
Chardonnay 2014 Franca
Mesa 2016 Brasil
Mesa 2015 Franca

Tintos Cabernet Sauvignon 2015 Chile
Mesa 2014 Portugal
Malbec 2016 Argentina

Para a obtencéo das medidas voltamétricas, as dilui¢ces das amostras foram realizadas
diretamente na célula eletroquimica contendo 20 mL do eletr6lito suporte. Os parametros
voltamétricos e o pré-processamento dos dados, correcdo de linha de base e alinhamento,
empregado nas amostras de vinhos foram realizados da mesma forma das soluc¢des padrao.
O método dispensou qualquer tratamento prévio das amostras e para o estudo de recuperagédo
foi empregado o método de adicdo de padrdo, adicionando trés niveis de concentracdo de

TA (20, 50 e 90 umol L) na célula eletroguimica contendo o eletrélito suporte e a amostra.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPORTAMENTO REDOX DO TA EM MPCs - CPE E CPE

O comportamento eletroquimico do TA em CPE modificados com diferentes PCs,
H2PC, CoPC, CuPC, ZnPC e NiPC, foi investigado por SWV, numa janela de potencial de
0,8 V a 1,25 V em solucdo tampdo acetato pH 4,5. Tendo em vista que as PCs apresentam
sinais de oxidacdo na janela de trabalho utilizada, antes da adicdo do TA os eletrodos
modificados foram submetidos a um tratamento eletroquimico de dez varreduras sucessivas
para eliminacao dos sinais e obtencdo de uma melhor linha de base.

Como pode ser visto na Figura 7, foi possivel observar que apenas com o uso da CoPC
ocorreu a eletrocatdlise do TA nas condigdes estabelecidas. Tal comportamento esta
associado a presenca do centro metélico, pois quando fez o uso da H.PC ndo mostrou
qualquer sinal voltamétrico, mostrando que o uso da PC nesta forma néo é suficiente para

promover a eletrocatalise.

Figura 7 - Comportamento eletroquimico do TA em diferentes PCs — CPE. H,PC (——); CoPC (——);

CUPC (exnssn ); ZNPC (= = =) € NiPC (===.) na presenga de 60 umol L de TA em tamp&o acetato (pH 4,5);
f=20 Hz, AE, =20 mV e AEs =5 mV, em janela de potencial de 0,8 V 41,25V
3,0
P |

”) g

<1,54

N’

P

0,04

A partir dos dados obtidos observou-se que a reagdo redox do TA depende da presenga
do cobalto na estrutura da MPC, uma vez que o uso de outras MPCs, tais como CuPC, ZnPC
e NiPC, ndo mostrou sinal voltamétrico relacionado a oxidacdo do TA, o que corrobora com
os dados da literatura (GOK et al., 2016; KURT et al., 2017; NAS et al., 2017). Os estudos
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encontrados na literatura atribuem a diferenga no comportamento redox das PCs com a
presenca do Co(ll) no complexo, uma vez que o esse metal necessita de uma pequena
quantidade de energia para que haja promocao de elétrons entre os orbitais HOMO e LUMO
da PC, visto que as energias dos orbitais “d ” do centro metalico encontram-se entre 0s
orbitais moleculares da PC (GOK et al., 2016; KURT et al., 2017).

A percentagem de MPC utilizada para modificar cada eletrodo foi de 3%, visto que a
influéncia do modificador para 0 CoPC-CPE na determinacdo de TA ja foi verificada em
estudos anteriores (LOURENCO, 2016; NASCIMENTO et al., 2013). Assim como o efeito
de memodria e estudos utilizando CPE, para este, foi possivel observar que o TA néo
apresenta resposta voltamétrica, uma vez que o TA ndo é eletroativo em eletrodos solidos
convencionais (LOURENCO, 2016).

5.2 COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DO CoPC — CPE E DO H:PC - CPE

Experimentos utilizando a H.PC e a CoPC (Figura 8) foram realizados com o objetivo
de investigar o mecanismo eletrocatalitico envolvido na oxidagdo do TA e, portanto, atribuir
a eletrocatalise apenas ao centro metalico ou a processos que ocorrem no anel isoindol

juntamente com o Co(ll).

Figura 8 - Comportamento eletroquimico do CoPC — CPE e H,PC — CPE em SWV, tampdo acetato, pH = 4,5.
Voltamogramas correspondentes a HoPC ( ) com insercdo das componentes, I; - corrente total, Iq4 -
corrente direta e I, — corrente reversa e CoPC ( ); =20 Hz, AE, =20 mV e AEs =5 mV, em janela de
potencial de 0,8 V a 1,25V

3,0 1

0!0 | ] v ]
0,6 0,9 1,2
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Os estudos foram realizados nas mesmas condicdes utilizadas para 0 CoPC-CPE, onde
foi observado que os dois processos observados em 0,75 V e préximo a 1,2 V correspondem
a processos redox que ocorrem no anel da PC. Além disso, como pode ser visto na Figura
8, ha contribuicdo de um processo de reducdo em 0,75 V. Diante dos comportamentos
eletroquimicos das duas PCs, Ho.PC e CoPC, € possivel afirmar que a onda catalitica bem
definida em 1,15 V corresponde ao processo redox do Co(l1)/Co(lll). Portanto, a atividade
eletrocatalitica do CoPC—CPE para oxidacdo do TA claramente corresponde ao processo
redox que ocorre no centro metalico da CoPC. Como pode ser observado na Figura 8,
somente é possivel obter a onda eletrocalitica referente & oxidagdo do TA frente ao CoPC-

PCE, indicando que o processo envolve a oxidagdo eletroquimica do Co(ll).
5.3 INFLUENCIA DO pH SOBRE A RESPOSTA VOLTAMETRICA DO TA

A DPV foi utilizada para avaliar a influéncia do pH sobre a corrente e potencial de
pico para o TA (Figura 9). A faixa de pH estudada foi de 2,5 a 6,2, onde foi observado que
ha deslocamento do potencial de pico para potenciais mais positivos a medida que o valor
de pH diminui. Tal comportamento pode estar associado a protonacgdo dos ions tartarato,
tendo em vista os valores de pka (2,9 e 4,2) do TA (PERRIN et al., 1981). Paralelamente,
observou-se que nédo ha sinal redox em pH abaixo de 3,5 e acima de 5,5, obtendo um aumento
significativo na corrente de pico com valores maximos de corrente em pH 4,5, sendo este

escolhido para realizacdo dos estudos subsequentes.

Figura 9 - Influéncia do pH na resposta eletrocatalitica do TA (200 umol L) em tampdo acetato sobre CoPC
—CPE em DPV. (A) Voltamogramas correspondente: pH = 2,5 (—=); 3,5 (= + =); 4,5(e—==); 5,5 (susuuss )

e 6,6 (= = =); (B) Gréfico da influéncia do pH sobre a corrente de pico; f = 20 Hz, AE;=20 mV ¢ AEs =5
mV, em janela de potencial de 0,8 VV a 1,25 V
(A) 8,04 (B) 4,04
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A partir da expressdo W12 = 90/n, onde W1, corresponde ao valor da largura do pico
a meia altura e n corresponde ao numero de elétrons, é possivel sugerir o namero de elétrons
envolvido na reacd. Para a oxidacdo eletrocatalitica do TA, o valor de W1/, obtido foi de
aproximadamente 83,3 mV, indicando que a reacdo € governada pela transferéncia de apenas
um elétron. Segundo a literatura, valores de W1, proximo a 45 mV correspondem a reacdes
eletroquimicas governadas pela transferéncia de dois elétrons e para valores proximos a 90
mV reacdes envolvendo apenas um elétron (BRETT E BRETT, 1993).

5.4 ESTUDO DE VELOCIDADE

Com o intuito de compreender a natureza do transporte de massa para a superficie do
CPE-CoPC e o grau de reversibilidade da reacdo redox do TA, estudos utilizando a CV
foram realizados para diferentes velocidades de varredura (50, 75, 100, 150, 200 e 250 mV)
em tampdo acetato, pH = 4,5. A partir dos voltamogramas registrados para este estudo, foi
observado que o potencial de pico depende da velocidade de varredura (Figura 10A),
ocorrendo um pequeno deslocamento para potencias mais positivos a medida que aumenta
a velocidade, indicativo de processos irreversiveis, tal comportamento foi evidenciado
também pela auséncia de processo redox na varredura reversa, dessa forma é possivel
afirmar que a oxidacgéo eletrocatalitica do TA trata-se de um processo irreversivel (GOWDA
E NANDIBEWOOR, 2014).

Figura 10 - Voltamogramas ciclicos de uma solugéo 150 umol Lt de TA em tampéo acetato (pH 4,5) sobre
CV em diferentes velocidades de varredura (50, 75, 100, 150, 200 e 250 mV). (A) Voltamogramas
correspondente, (B) Relagéo de Ipvs. v (V S7)
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A relacdo linear descrita pela equacéo I, (WA) =2 x10° v (V S1) -5 x 107 (R?= 0,999)

foi observada para o grafico plotado para a corrente de pico (lp) em fungédo da velocidade
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(v), Figuras 10B. A literatura ressalta que processos que apresentam linearidade entre
corrente de pico e a velocidade de varredura sdo governados por adsor¢do (AGYEMAN,
2017), dessa forma a obtencao desses resultados indica que 0 processo para a reacdo redox
do TA é governado predominantemente por adsorcdo das espécies na superficie do eletrodo.

O experimento foi realizado sem polimento da superficie do eletrodo entre as medidas
voltamétricas, uma vez que ndo ha existéncia de efeito de memaoria do TA na superficie do
sensor, comportamento estudado anteriormente por Lourencgo (2016), o que comprova que
0 CoPC — CPE pode ser utilizado repetidas vezes sem perda de atividade (LOURENCO,
2016).

5.5 INFLUENCIA DA FREQUENCIA SOBRE A RESPOSTA VOLTAMETRICA
DO TA

Quando se trabalha com a calibracdo multivias é necessario obter dados em trés vias,
sendo cada sinal funcdo de trés fontes diferentes de variagdo, no caso dos dados
voltamétricos temos a variagdo da amostra, do potencial de pico e, neste caso, a variagdo da
frequéncia de pulso. Tendo em vista a influéncia da f na resposta eletrocatalitica do TA, a
variacdo desse parametro foi investigada utilizando a SWV numa faixa de 5a 110 Hz, com
incrementos de 15 Hz entre cada frequéncia. O comportamento voltamétrico do TA frente a

essa variacao de frequéncia é mostrado na Figura 11.

Figura 11 - Estudo da frequéncia. Voltamograma SW com linha de base corrigida para 0 CoPC-CPE na
presenca de 60 umol L de TA em tampé&o acetato (pH 4,5); f =5 Hz (—); f = 20 Hz (——); f =35 Hz (

),f=50Hz( ); f=65Hz ( ); F=80 HZ (emm); =95 HZ (=) f = 110 HZ (), AE =
20 mV, AEs =5 mV e janela de potencial de 0,8 a 1,25 V
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Este par&metro interfere diretamente na sensibilidade do método devido sua
contribuicdo para o ganho significativo na corrente de pico. Além dessa importante
influéncia, o aumento da frequéncia provoca o deslocamento do sinal de resposta para
potenciais mais positivos, corroborando com resultados da literatura (PEDROSA et al.,
2003; ZOSKI, 2006). Tendo em vista a atuacdo da frequéncia sobre as respostas
voltamétricas, os conjuntos de dados de segunda ordem foram obtidos a partir da variacdo
de oito frequéncias no intervalo mencionado acima. E importante destacar que, além do TA
os interferentes estudados neste trabalho também sofrem influéncia da variacdo da

frequéncia na resposta voltamétrica.
5.6 CURVA ANALITICA

A Figura 12 mostra as respostas voltamétricas utilizando a voltametria SW e sua
respectiva curva analitica, com todos os sinais voltametricos obtidos em triplicatas sob as
condigbes experimentais otimizadas em tampdo acetato, pH 4,5. Foi observada uma
excelente relagéo linear (r = 0,9991, n = 10) entre a corrente de pico e a concentragdo numa
faixa de 10 a 100 umol L (i/uA = 0,0043 (+0,003) + 0,0026 (+0,00005) [TA]/umol L?).
Apesar da excelente relacdo linear obtida, um tratamento quimiométrico dos dados foi
necessario para resolver a sobreposi¢do dos sinais voltamétricos dos outros &cidos organicos

(Figura 13) potencialmente presentes nas amostras de vinhos, sobre o sinal do TA.

Figura 12 - Curva analitica SW. Adic6es sucessivas de TA (em triplicatas), em concentracdes de 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 umol L%; f = 20 Hz, acetato tamp&o 0,05 mol L, pH = 4,5

3,0-

0,0

[TA] (umol L)
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5.7 INTERFERENTES

Assim como o TA, os acidos citrico, malico, latico, ascorbico e succinico podem ser
encontrados em vinhos em concentracGes relativamente altas. Portanto, um estudo de
interferéncia foi realizado para verificar o comportamento desses acidos sobre 0 CoPC —
CPE, exceto para o0 &cido ascérbico, uma vez que este é oxidado em potenciais mais baixos
em eletrodos de carbono ndo modificados (SHAHROKHIAN E ASADIAN, 2010). Pode-se
observar claramente na Figura 13 que os acidos citados também apresentam um sinal de

oxidacao eletrocatalitico em potenciais muito proximos ao sinal do TA sobre o CoPC — CPE.

Figura 13 - Estudo de interferentes. Voltamogramas SW de 60 umol L dos &cidos, tartarico (-«-.... ); citrico
(===); malico (= . =); Iatico (— — ) € SUCCINICO (mmmm=) €M COPC-CPE; f = 20Hz, AEp; =20 mV, AEs=5
mV e janela de potencial de 0,8 a 1,25 V.

Este comportamento implica uma baixa seletividade do sensor para determinagéo do
TA em amostra de vinho. Contudo, essa baixa seletividade pode ser superada empregando
técnicas quimiométricas capazes de identificar o sinal do analito na presenca de interferentes.
E importante destacar que os fenois, constituintes que também estdo presentes nos vinhos
tintos e brancos, ndo interferem no sinal voltamétrico do TA, uma vez que sdo oxidados em
potenciais bem distantes do potencial de oxida¢do do TA em CoPC — CPE, além disso, o
etanol, constituinte que também se encontra presente no vinho ndo apresenta resposta

voltamétrica na superficie do sensor utilizado.
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5.8 ESTUDOS QUIMIOMETRICOS
5.8.1 PRE-TRATAMENTO DOS DADOS

Algumas etapas de pré-tratamento dos dados voltamétricos foram necessarias para
fazer uso das ferramentas quimiométricas utilizadas neste trabalho. Como pode ser visto
na Figura 14A, a faixa de potencial de 0,80 V a 0,96 V ndo apresenta qualquer informacao,
e, por esta razdo essa regido foi eliminada e todos os tratamentos quimiométricos foram
realizados utilizando a faixa de potencial de 0,96 Va 1,25 V.

E comum haver alteracdo na linha de base e deslocamento do potencial de pico nos
dados voltamétricos registrados, mesmo quando a frequéncia € mantida constante, como
pode ser observado na Figura 14B. Tais comportamentos podem ser atribuidos aos
fendmenos que ocorrem na interface eletrodo/solucdo. Tendo em vista esse desempenho,
se faz necessario o alinhamento dos dados em um mesmo potencial, contribuindo para
obtencdo de uma melhor linearidade dos sinais, etapa que se configura extremamente

importante para os proximos tratamentos quimiométricos.

Figura 14 - Voltamogramas SW para os dados do conjunto de calibracdo na frequéncia de 20 Hz, tampéo
acetato 0,05 mol L, pH 4,5; concentrac@es de TA de 10 a 100 pmol L. Dados brutos (A); dados na faixa de
trabalho selecionada (B); apds a corre¢do da linha de base usando AsLSSR (C) e ap6s o alinhamento usando o
algoritmo COW (D).
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A rotina AsLSSR foi empregada com sucesso para corrigir as mudancas na linha de
base dos dados (Figura 14C), enquanto que o deslocamento de potencial de pico foi
corrigido utilizando o algoritmo COW. E possivel notar, nas Figuras 14 C e D, que 0
algoritmo foi eficaz para o alinhamento dos voltamogramas obtidos. Estes procedimentos
foram utilizados antes de qualquer célculo utilizando o U-PLS/RBL, aplicados para todos 0s
dados obtidos por SWV.

5.8.2 MODELAGEM U-PLS/RBL

Agumas espécies presentes em amostras complexas podem sofrer processos redox em
potenciais muito préximos ao potencial redox do analito, causando a sobreposi¢do dos sinais
voltamétricos, de forma que essa interferéncia causa o somatério dos sinais quando as
espécies se encontram juntas, o que impossibilita a determinacdo exata do analito. Quando
estamos diante de tal situacdo, uma alternativa € o uso da calibracdo de segunda ordem,
possibilitando uma quantificacdo exata. Inicialmente, na modelagem U-PLS/RBL, o tensor
referente ao conjunto de calibracdo (10x8x90) foi desdobrado originando uma matriz
10x720, convertendo as matrizes de cada medida em vetores. Na sequéncia, 0 nimero 6timo
de fatores foi escolhido baseado no somatorio quadratico do erro de predicdo (PRESS)
versus 0 numero de fatores incluidos no modelo U-PLS. Como observado na Tabela 3, o
numero 6timo de fatores de calibragdo escolhido para construir o modelo U-PLS/RBL do
TA foi igual a um, com uma probabilidade menor que 75% e F > 1. Este resultado ja era

esperado, visto que no conjunto de calibracdo havia apenas solucfes analiticas de TA.

Tabela 3 - Resultados da validag&o cruzada para o conjunto de calibragdo no U-PLS
N° de fatores

1 2 3 4 5 6 7 8 9

PRESS 15,71 17,14 30,55 21,57 14,75 1458 14,26 14,22 13,27
F 1,18 1,29 2,30 1,62 1,11 1,09 1,07 1,07 -
P 069 078 097 083 05 054 050 0,49 -

P - Probabilidade inferior a 75% (isto &, p < 0,75); F - Distribuigdo F de Snedecor (F = PRESS/PRESMinimo),
sendo F > 1 (HAALAND E THOMAS, 1988).

O tensor referente ao conjunto de validacéo (16x8x90) foi desdobrado para uma matriz
16x720 e justaposto as amostras de calibragdo (Xva/Xcar). Em seguida, o numero de especies
interferentes presentes no conjunto de validagdo foi estimado utilizando o RBL. Isso foi

realizado examinando a variacao de ruido instrumental das misturas de validacéo (S,) a cada
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etapa RBL adicionada, tendo como referéncia o valor do ruido instrumental estimado para o

conjunto de calibracio (Sca=9,01 x 10®), como pode ser observado na Figura 15.

Figura 15 - Variacdo de ( ) Suem funcdo do n° de etapas RBL adicionadas para o TA tendo como

referéncia o ( ) Scal.
4x107 -
)
= 2x107
“ 9,01 x 108
\0
\0
0_ \0——0
1 | | ] | ] | ] v 1 | )
0 1 2 3 4 5 6

n° de etapas RBL

Na Figura 15 observa-se que, sem adicionar a etapa de RBL, S, apresenta valores
muito superiores ao Sca, mostrando que ha constituintes que ndo foram modelados na etapa
de calibracdo. Em contrapartida, com a adigdo sucessiva das etapas RBL h& uma reducéo
significativa nos valores de Sy, aproximando seu valor ao valor de Sca. Desta maneira,
obtém-se explicagdo acerca da contribuicdo dos interferentes nas amostras de validagéo.
Nota-se ainda que, a partir de trés etapas RBL, 0 Sy apresenta valores menores do que 0 Scal,
indicado um sobre ajuste no modelo devido ao crescimento expressivo de etapas RBL.
Portanto, a estabilizacdo residual em torno do Sca sugeriu que duas etapas RBL seriam
necessarias para explicar os interferentes presentes no conjunto de validacéo e, dessa forma,
0 modelo U-PLS/RBL para o conjunto de validacao foi construido usando um fator e duas
etapas RBL. A relagéo entre as concentracfes previstas e nominais de TA estdo expostos na
Tabela 4.
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Tabela 4 - Concentragdes preditas e nominais (umol L) de TA no conjunto de validagdo por U-PLS/RBL
Amostras Nominal Predito CV” (%)

1 25 26,62 3,08
2 25 24,89 3,72
3 25 25,80 3,40
4 25 26,12 3,93
5 45 44,39 2,13
6 45 47,69 2,19
7 45 45,05 3,17
8 45 46,38 1,83
9 65 63,96 2,47
10 65 66,47 3,71
11 65 63,72 2,31
12 65 65,61 2,05
13 85 84,49 2,06
14 85 84,52 2,62
15 85 87,47 2,65
16 85 86,87 2,56

*CV= Coeficiente de variagdo (n=3).

A Tabela 4 mostra que uma excelente relacdo entre as concentragdes previstas e
nominais de TA foi obtida, demonstrando um 6timo desempenho do modelo para a
quantificacdo do analito na presenca de constituintes ndo modelados. Essa afirmacao pode
ser confirmada pela Figura 16A, que mostra o grafico da concentracdo prevista versus a
nominal obtida para o conjunto de validacdo, indicando um excelente ajuste do modelo U-
PLS/RBL e pela Figura 16B, que apresenta a regido eliptica de confianca conjunta (EJCR)
contendo o ponto ideal (inclinagdo = 1 e intercepto = 0), sugerindo que o modelo U-
PLS/RBL ndo apresentou tendéncia significativa para nivel de confianca de 95%
(GHOLIVAND et al., 2015).

Além disso, um modelo ajustado permite o desenvolvimento de metodologias com
figuras de mérito favoraveis, tais como, um coeficiente de correlacdo (r) de 0,9991, um erro
quadratico médio (RMSE) de 2,50 umol L%, um erro relativo de predicdo (REP) de 4,55%,
sensibilidade (SEN) de 0,04 umol L, sensibilidade analitica (y*) de 0,56 umol L?, LOD
de 7,29 pmol L™ e LOQ de 22,1 umol L.
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Figura 16 - Grafico de concentragdo prevista x nominal para o TA (A) e EJCR (B) para 0 modelo U-PLS/RBL
obtido no conjunto de validagéo. O ponto na EJCR marca o ponto teorico (slope = 1 e intercepto = 0)
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5.8.3 ANALISE DAS AMOSTRAS DE VINHO

A Figura 17 apresenta voltamogramas de SW pré-processados relacionados a
oxidagdo eletrocatalitica do TA nas amostras. A onda eletrocatalitica correspondente a
oxidagdo do TA pode ser observada em aproximadamente 1,15 V, juntamente com outros
acidos organicos como, MA, LA e SA, enquanto a primeira onda pode estar relacionada a
eletrocatalise do CA, uma vez que esse acido apresenta sinal de oxidacdo nessa faixa de
potencial sobre o CPE — CoPC (NASCIMENTO et al., 2013).

) e vinhos tintos

Figura 17 - Voltamogramas SW pré-processados de amostras de vinhos brancos (
(swmens ); f= 20 Hz, tampéo acetato, pH 4,5.

6,0 -

0,0




Resultados e discussao (Capitulo 3)

58

Através do modelo U-PLS/RBL, foi possivel determinar a quantidade de TA nas
amostras de vinho, obtendo uma faixa de 2,2 a 26,36 mmol L™ (0,33 a 3,96 g L), (Tabela
5). Os valores encontrados estdo de acordo com a literatura (KRITSUNANKUL et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2010; ZERAVIK et al., 2016).

Tabela 5 - Concentracdes de TA (g L) em vinhos tintos e brancos determinados pelo método proposto

Vinhos TA(@QLY CV™ (%)
Vinho branco — Chenin Blanc (2011, Brasil) 2,29 1,23
Vinho branco — Moscato Canelli (2015, Brasil) 3,06 1,34
Vinho branco — Sauvignon Blanc (2012, Brasil) 3,19 1,39
Vinho branco — Moscato (2016, Brasil) 2,89 1,28
Vinho tinto — Mesa (2016, Brasil) 1,36 1,44
Vinho branco — Chardonnay (2014, Franca) 2,63 1,89
Vinho tinto —Mesa (2015, Franca) 2,11 0,98
Vinho tinto — Cabernet Sauvignon (2015, Chile) 3,96 1,49
Vinho tinto — Mesa (2014, Portugal) 0,33 1,89
Vinho tinto — Malbec, (2016, Argentina) 0,70 1,34

*CV = Coeficiente de variagdo (n=3)

5.8.4 ESTUDO DE RECUPERACAO

Para avaliar a exatiddo do método proposto, foi realizado estudo de recuperacdo em
trés niveis de concentracdo. Sendo executado em trés amostras de vinho tinto e trés amostras
de vinho branco, usando o método de adicdo padrdo em triplicata. Como pode ser visto na
Tabela 6, foram obtidas excelentes recuperac@es, indicando que o método proposto foi
aplicado com sucesso para determinagdo de TA em amostras complexas como vinho sem

qualquer pré-tratamento e superando as sobreposi¢6es dos constituintes ndo calibrados.



Resultados e discussao (Capitulo 3)

Tabela 6 - Estudo de recuperagdes de TA em vinhos usando 0 método proposto

59

Concentragédo de TA (mg L™) Médias das
Amqstras de . Encontrada Recuperaca recuperacoes
vinhos Adicionada £CV*(%) 0 (%) +CV*(%)

3,00 5,20 £ 1,07 96,79

Vinho branco 1 7,50 9,98 +1,50 102,44 100,27 £ 1,07
13,50 16,01 + 0,65 101,57
3,00 6,27 + 1,81 107,03

Vinho branco 2 7,50 10,25 + 0,44 95,89 98,62 + 0,78
13,50 15,61 +0,1 92,94
3,00 6,27 £1,78 102,32

Vinho branco 3 7,50 11,16 £1,23 106,12 102,43 + 1,29
13,50 16,55 + 0,89 98,86
3,00 5,05+0,19 97,85

Vinho tinto 1 7,50 9,83+1,31 102,87 101,21 £ 0,70
13,50 16,01 + 0,60 102,92
3,00 6,59 + 0,21 87,94

Vinho tinto 2 7,50 12,08 + 1,10 108,26 96,41 + 0,50
13,50 16,52 + 0,21 93,03
3,00 4,74 £0,71 103,70

Vinho tinto 3 7,50 8,62+0,71 93,08 98,39 + 0,66
13,50 14,92 + 0,56 98,39

*CV = Coeficiente de variacdo (n=3).

Para fins comparativos, os resultados obtidos para determinagdo de TA utilizando a

Resolucdo Multivariada de Curvas com Minimos Quadrados Alternados (MCR — ALS)

encontram-se no Apéndice A, onde € possivel observar resultados menos satisfatorios

daqueles obtidos a partir da modelagem U — PLS/RBL.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demonstra que o TA pode ser oxidado eletroquimicamente em
CPE modificado com CoPC, apresentando uma onda de oxidacdo eletrocatalitica em
aproximadamente 1,15 V. Através dos estudos, observou-se que o potencial de pico e a
sensibilidade analitica sdo dependentes do pH, obtendo maxima corrente de pico em pH 4,5
por SWV. Apesar da excelente resposta linear do TA com o CoPC-CPE, outros acidos de
baixo peso molecular, geralmente se encontram presentes em vinhos dentro de uma faixa de
concentracdo muito proxima da concentracdo de TA, o que limita a seletividade do sensor
proposto. No entanto, esta limitacdo foi contornada utilizando o modelo U-PLS/RBL para
quantificar com precisio o TA obtendo uma faixa de 9,06 a 26,38 umol L na presenca de
interferentes além disso, foram obtidos excelentes valores de LOD e LOQ, 7,29 umol Lt e

22,1 umol L%, respectivamente.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar eletrodos de pasta de carbono modificado com diferentes ftalocianinas metalicas
e investigar o comportamento eletroquimico das aminas biogénicas;

Estudar a percentagem da ftalocianina de niquel na pasta de carbono;

Otimizar as condi¢cfes experimentais que norteiam a analise voltamétrica;

Avaliar o desempenho do sensor desenvolvido para a determinacdo simultanea de

histamina e triptamina em vinhos.
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8 EXPERIMENTAL

8.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todas as solucdes foram preparadas com agua deionizada (Milli-Q, condutividade de
0,1 < pS cm™). Os reagentes para preparo das solugdes tampdo, Hist, Tip, hidroquinona,
etanol, 6leo mineral, p6 de grafite (< 20 um) e as PCs, H2PC, CoPC, CuPC, ZnPC e NiPC
sdo de pureza analitica, adquiridas da Sigma-Aldrich e a acetona (99,5%) obtida da Quemis.
Na Tabela 7 estdo mostradas as composi¢oes das solugdes tampao usadas como eletrolito
de suporte. Para os estudos eletroquimicos, as solugdes estoques de Hist e Tip foram
preparadas diariamente no eletrolito suporte com diluicdes subsequentes na célula

eletroquimica.

Tabela 7 - Solugbes usadas como eletrélito suporte (adaptado de OLIVEIRA et al., 2007).
pH Composicao (Volume em mL)

35 0,2 mol L CHsCOONa (3,7) + 0,2 mol L"- CH;COOH (46,3) + H,O (50)
4,5 0,1 mol L CHsCOONa (50) + 0,1 mol L: CHsCOOH (50)

6,1 0,2 mol L Na,HPO; (6,15) + 0,2 mol L NaH,PO4 (43,85) + H.0 (50)
7.2 0,2 mol L Na,HPO4 (30,5) + 0,2 mol L NaH,PO, (19,5) + H,0 (50)
8,6 0,2 mol L Na,HPO4 (47,35) + 0,2 mol L't NaH,PO4 (2,65) + H20 (50)
9,5 0,025 mol L Na;B407.10 H,0 (50) + 0,1 mol LX NaOH (3,0) + H0 (47)

8.2 INSTRUMENTACAO E PROGRAMA DE CONTROLE

As medidas voltamétricas foram realizadas utilizando um potenciostato/galvanostato
Eco Chemie Autolab (Modelo PGSTAT 302N) (Figura 5 — Se¢do 3.2) controlado pelo
software NOVA 2.1.2. Os estudos de CV, SWV e DPV foram realizados utilizando uma
célula eletroquimica de compartimento Unico de 40 mL com CPE modificado e ndo
modificado de aproximadamente 3,0 mm de diametro, um eletrodo de Ag/AgCl (KCI, 3,0
mol L) e um bastdo carbono vitreo, como eletrodos de trabalho, de referéncia e auxiliar,

respectivamente.
8.3 PREPARACAO DOS ELETRODOS DE PASTA DE CARBONO

Os eletrodos de pasta de carbono modificados com as PCs foram preparados seguindo

quatro etapas, que envolvem desde o preparo da pasta a confecgdo do sensor, a saber: a)
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mistura em almofariz de 59% de p6 de carbono e 1% da PC por 10 minutos; b) Disperséo da
mistura em acetona sob agitacdo até a completa evaporacdo do solvente em temperatura
ambiente; ¢) Adicdo de 40% de 6leo mineral; d) Montagem dos sensores (PC — CPE) a partir
da insergdo da mistura em um tubo de vidro com didmetro interno de aproximadamente 3

mm contendo um fio de cobre contato elétrico no lado oposto.
8.4 PROCEDIMENTO ELETROQUIMICO

Antes de cada medida, a superficie do eletrodo foi polida utilizando um papel manteiga
e submetida a um pré-tratamento eletroquimico, realizando-se 20 varreduras sucessivas no
eletrolito suporte, utilizando a SWV, para obter uma melhor linha de base. Nenhum
tratamento adicional foi necessario para regenerar a superficie do eletrodo entre uma
medida e outra.

Os estudos para investigacdo do comportamento redox das ABs, comportamento
eletroquimico do NiPC-CP, influéncia da percentagem do modificador, curva analitica,
efeito de memdria, determinacao simultanea das ABs nos vinhos e o estudo de recuperacao
foram realizados utilizando a SWV, a CV foi utilizada para realizar o estudo de velocidade,
e a DPV foi utilizada para avaliar a influéncia do pH sobre a resposta voltamétrica das ABs,
sendo todas as medidas realizadas em triplicata. A curva analitica foi construida utilizando-
se diluigdes diretamente na célula eletroquimica, numa faixa de concentragdes de 0,49 a
3,93 ng mL? para Trip e 0,37 a 2,9 ug mL™* para Hist, com adi¢Ges consecutivas usando o
método de adicdo de padrdo. Os parametros experimentais estudados nas técnicas

voltamétricas sdo descritos na Tabela 8.

Tabela 8 — Parametros experimentais estudados

Voltametria Voltametriade  Voltametria de pulso

Parametros s : :
ciclica onda quadrada diferencial

Janela de potencial 04aldsVv 04aldsVv 05ValdsVv

Velocidade de varredura 25a200 mV - -

Incremento de potencial - 1-10 mV 5mv
Amplitude de pulso - 10 - 100 mV 25 mV
Frequéncia - 10 - 150 Hz -

Tempo de modulagéo - - 50 ms
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8.5 INTERFERENTES

Como foi mencionado anteriormente, o vinho € uma bebida composta de diferentes
constituintes, a exemplo dos acidos MA, LA, TA, AS, de algumas ABs como, putrescina,
cadaverina e a 2-feniletilamina, alcool e polifendis como por exemplo a hidroquinona. Dessa
forma, esse experimento foi realizado com o objetivo de investigar a eletroatividade dessas
espécies sobre o NiPC — CPE nas condigdes experimentais otimizadas para a determinacao

simultanea da Trip e Hist.
8.6 AMOSTRAS DE VINHO E ESTUDO DE RECUPERAQAO

As nove amostras de vinhos de diferentes tipos de uvas e origens, mostradas na Tabela

9, foram adquiridas no comércio local da cidade de Jodo Pessoa-PB.

Tabela 9 - Identificacdo e descricdo dos vinhos branco e tintos

Vinho Tipo de uva Safra Origem
Mesa 2018 Brasil

Brancos T:flr?natlll\_/lerlot 2017 Uruguai
Vitis viniferas 2018 Portugal
Mesa 2016 Portugal
Vitis viniferas 2017 Argentina
Shiraz 2015 Espanha

Tintos Mesa 2015 Franca
Cabernet Sauvignon 2017 Chile
Mesa 2016 Portugal

Para as medidas voltamétricas, foi adicionado 100 uL de cada amostra diretamente na
célula eletroquimica contendo 20 mL do eletrélito suporte. O método dispensou qualquer
tratamento prévio das amostras e o estudo de recuperacao foi realizado empregado o método
de adicdo de padrdo, adicionando trés niveis de concentracdo das aminas, 0,73; 1,46 e 2,18

ug mL? para Hist e 9,83; 19,65 e 29,46 ng mL™ para a Trip, na célula eletroquimica.
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9 RESULTADOS E DISCUSSOES

9.1 COMPORTAMENTO REDOX DAS AMINAS EM MPCs — CPE E CPE

A oxidacdo eletroquimica de Trip e Hist foi demonstrada através dos sinais SWV
registrados utilizando um CPE ndo modificado e em CPEs modificados com 1% de

diferentes PCs, H.PC e MPCs, como mostrado na Figura 18.

Figura 18 - Comportamento eletroquimico das aminas em diferentes superficies de eletrodos em tampé&o
fosfato 0,2 mol L, pH = 8,5. Voltamogramas SW de 9,83 pug mL* de Trip e 18,40 ug mL* de Hist no CPE (
— . =); 3% H2PC—CPE (——); CUPC—CPE (:s+s:- ); ZNPC—CPE (=~ —=); CoPC — CPE (——) € 1% NiPC —
CPE (—); f=50 Hz, AE, =30 mV, AEs =7 mV
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Em todos os voltamogramas, é possivel observar que a Trip oxida em potencial de pico
anodico em torno de 0,75 V em todas as superficies de eletrodos utilizadas. Por outro lado,
a Hist oxida em diferentes potenciais de pico anddico, exigindo maior energia de ativacao
para promover sua oxidagao, especialmente ao utilizar a CuPC como mediador de elétrons
(o sinal de oxidacdo mudou positivamente para +1,35 V). Além disso, tanto a imobilizacdo
da CuPC, quanto a imobilizacdo da NiPC nos eletrodos de trabalho exerceu um efeito
eletrocatalitico favorecendo a reacdo de oxidacdo das duas aminas, no entanto foi observado
um retardo na oxidacdo da Hist quando empregou a CuPC como agente modificador. Ja o
uso da H2PC, CoPC e ZnPC, desfavorece a reacdo da Hist, quando comparado a oxidagdo
dessa espécie sobre o CPE simples, embora tenha favorecido a eletrocatélise da reacéo de

oxidacdo Trip. Portanto, diante dos resultados obtidos escolheu-se trabalhar com a NiPC,
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por esta contribuir tanto para o ganho significativo na resposta analitica (em termos de pico
de corrente e resolucdo) para os dois analitos e reducdo do potencial de oxidagdo para a Hist,
além disso o distanciamento dos potenciais de pico aprimorou a determinacdo simultanea
dos analitos sem a possivel evidéncia de sobreposicdo. A partir dos resultados obtidos foi
possivel observar a importancia da PC metalizada com o niquel para promover a
eletrocatalise das aminas em comparagdo com a H2PC, uma vez que essa PC promove a
oxidacdo da Trip e Hist com perda significativa da corrente de pico e retardo da oxidacédo de
Hist. A diferenca no comportamento eletroquimico das PCs, bem como o potencial de
eletrocatalisar as diferentes especies, esta relacionado com a presenca do centro metalico no
complexo (GOK et al., 2016; KURT et al., 2017), como foi discutido no item 5.1.

9.2 COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DO NiPC — CPE

Voltamogramas SW de NiPC — CPE em tampdo fosfato 0,2 mol L?, pH 8,5, na
auséncia das ABs, sdo mostrados na Figura 19, é importante ressaltar que nenhum processo
redox foi observado para um CPE simples na faixa de potencial estudada (voltamograma
ndo mostrado). Por outro lado, dois processos de oxidacdo (Figura 19B) séo observados
com potenciais de pico anodicos em 0,5V e 1,0 V para a NiPC imobilizada no CPE. Esse
comportamento ja foi relatado na literatura em que as ondas foram atribuidas a processos
redox que ocorrem nos anéis isoindol da ftalocianina (a) e no centro metalico (b),
respectivamente (BROWN et al., 2018).

Figura 19 - Comportamento eletroquimico de NiPC — CPE em tampdo fosfato 0,2 mol L7,

pH = 8,5. Vinte voltamogramas de SW sucessivos (A) e primeira varredura do NiPC, I; - corrente total, lq -
corrente direta e I, - corrente reversa (B)
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Paralelamente, observa-se um forte desaparecimento das ondas “a” e “b” apds 20
p

varreduras sucessivas utilizando a SWV, o que pode estar associado a irreversibilidade do
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processo “a”. Esse tratamento eletroquimico resultou em uma linha de base adequada para o
NiPC — CPE, contribuindo para um melhor desempenho analitico do eletrodo modificado,
como sera visto ao longo deste trabalho.

Tendo em vista o comportamento redox do NiPC — PCE, (Figura 19A) e o potencial
de resposta das ABs, podemos atribuir a oxidacdo eletrocatalitica dos analitos a reacdo do

par redox Ni(I)/Ni(l1l) juntamente com processos redox que ocorrem nos aneis da PC.
9.3 INFLUENCIA DA PERCENTAGEM DO MODIFICADOR

Apesar das aminas em estudo apresentarem eletroatividade no CPE, o uso de
mediadores de elétrons facilita a oxidacdo de ambas, contribuindo para o aumento
significativo da corrente de pico, como pode ser visto na Figura 20. Assim, a influéncia da
resposta voltamétrica foi investigada pela SWV em meio tampéo fosfato, pH 8,5 utilizando
diferentes porcentagens de NiPC para obter de uma relacédo ideal entre o pé de carbono e as

quantidades de NiPC no eletrodo.

Figura 20 - Estudo da percentagem do modificador. Voltamogramas SW em meio tampao fosfato 0,2 mol L*
(pH = 8,5), Hist 18,40 pug mL* e Trip 1,96 pg mL*? em diferentes quantidades de NiPC: 0%
(——); 1% (— - ); 3% (sxx=); € 5% (——) NiPC; f = 50 Hz, AE, = 30 mV, AEs= 7 mV

1.4+ Hist
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Como podemos observar na Figura 20, a NiPC exerceu um efeito eletrocatalitico com
maior sensibilidade na resposta voltamétrica das aminas ao usar 1% de NiPC em comparacéo
com valores mais altos de NiPC e com o CPE ndo modificado, dessa forma os estudos

subsequentes foram realizados utilizando 1% da NiPC para modificar o CPE. Tal
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comportamento pode esta relacionado com o aumento da resisténcia elétrica no interior do
sensor. E importante destacar que apenas a intensidade de corrente de pico sofreu influéncia
significativa, o potencial de pico ndo apresentou variacGes com a variagao da percentagem
de NiPC no CPE.

9.4 INFLUENCIA DO pH SOBRE A RESPOSTA VOLTAMETRICA DAS ABs

O efeito do pH foi investigado utilizando a DPV em faixas acidas e alcalinas (3,5 a
9,5) para esse propasito, as solucdes Hist e Trip foram usadas em concentracfes de 18,4 ug
mL? e 1,96 pg mL™, respectivamente. Observa-se que a corrente de pico e o potencial de
oxidagéo das aminas séo influenciados pela variagdo do pH, como pode ser visto na Figura
21.
Figura 21 - Comportamento voltamétrico de aminas biogénicas sobre o NiPC — CPE em DPV com variacao

de pH. Influéncia do pH na corrente de pico e potencial de oxidagio de (A) Trip (1,96 pug mL™) e (B) Hist
(18,40 ug mL ). AE;= 25 mV, AEs =5 mV e AE;= 50 ms, em janela de potencial de 0,5V a 1,45V
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Como pode ser visto na Figura 21, os analitos apresentaram valores mais altos de
corrente de pico em pH 8,5, sendo este escolhido para estudos posteriores.
Experimentalmente, foram obtidos valores Wi, de 65 mV e 42 mV para Trip e Hist,
respectivamente, indicando que a reacdo eletrocatalitica para Trip é governada por apenas
um elétron e para Hist por dois elétrons. A partir da relacdo linear entre Ep vs. pH, observa-
se uma inclinacdo de —-53 mV/pH para Trip e —69,4 mV/pH para Hist, indicando que o
mecanismo de reacdo para as aminas tem o mesmo ndmero de prétons e elétrons, 1e’/1H*
para Trip e 2e/2H" para a Hist, uma vez que as inclina¢cdes obtidas apresentam valores
préximos a 60 mV, conforme indicado na literatura (BARD et al., 1944; SMITH, 2006).
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9.5 ESTUDO DE VELOCIDADE

A natureza do transporte de massa para a superficie do NiPC — CPE e o grau de
reversibilidade da reacdo redox das aminas, estudada com solugdes recém preparadas de 36,8
e 19,67 mg L* de Hist e Trip, respectivamente, em tamp&o fosfato (pH = 8,5) e faixa de
potencial de 0,4 a 1,45 V, foi realizada utilizando a CV em diferentes velocidades de
varredura (25, 50, 75, 150 e 200 mV), como mostrado na Figura 22. Os voltamogramas
foram obtidos sem haver necessidade da renovacdo da superficie do eletrodo entre as

medidas.

Figura 22 - Estudo de velocidade para Hist e Trip em voltametria ciclica e tampdo fosfato 0,2 mol L, pH =
8,5. Relagio entre Ip vs.V, para () Trip (19,67 mg L) e (#) Hist (36,8 mg L™?). Insercio: voltamogramas
ciclicos correspondentes
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Como pode ser visto na Figura 22, é possivel observar dois sinais de resposta em
potenciais de picos anddicos, um em aproximadamente 0,75 V, referente a oxidacao da Trip
e um segundo sinal em aproximadamente 1,0 V, e nenhuma resposta voltamétrica foi
observada em potenciais de picos catddicos, indicando que as reacGes ndo apresentam
processos de reducdo. Paralelamente, a influéncia da velocidade de varredura sobre a
corrente de pico das aminas mostrou uma relagéo linear entre a I, vs. v (V S1), indicando que
a reacdo de oxidacdo eletrocatalitica das aminas é controlada predominantemente pela

adsorc¢ao de espécies na superficie do eletrodo.
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9.6 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS ELETROQUIMICOS

Os parametros voltamétricos, como a frequéncia de aplicacdo de pulso de potencial,
amplitude de pulso e o incremento de varredura, apresentam forte influéncia na corrente de
pico (intensidade), que determina a sensibilidade do método desenvolvido e na seletividade
(largura do meio pico). Portanto, esses parametros foram avaliados de forma univariada para
obter melhores respostas em termos de corrente de pico e melhor resolucédo do sinal analitico.
Para este estudo, foi utilizada uma solucéo contendo 0,2 pug mL* de Trip e 1,84 ug mL* de
Hist em tampao fosfato, pH 8,5. Os valores 6timos dos parametros SWV foram, f = 50 Hz,
EAs=7mV e EAs =30 mV.

9.7 INTERFERENTES

Foi verificada a eletroatividade de outras espécies que podem estar presentes nos
vinhos, as quais poderiam interferir nas respostas voltamétrica das ABs, chegando a ser uma
limitacdo para 0 método desenvolvido. Portanto, o estudo de interferentes foi realizado
utilizando padrdes dos acidos, MA, LA, CA, TA e AS, outras ABs, a exemplo da putrescina,

cadaverina e 2-feniletilamina, etanol e um composto fenélico, a hidroquinona (Figura 23).

Figura 23 - Estudo de interferentes. Voltamogramas SW dos &cidos, MA, LA, CA, TA e AS (—); Trip e
Hist (— . =); &lcool (====); putrescina, cadaverina e 2-feniletilamina ( ) e hidroquinona
(swmenns ) em NiPC — CPE, tampéo fosfato, pH 8,5; f = 50 Hz, AE, =30 mV, AEs= 7 mV, e janela de potencial
de0,45a13V

7,0 -
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Como pode ser visto na Figura 23, nenhuma das espécies estudadas (concentracao
na faixa de mg L), exceto os analitos de interesse, apresentaram qualquer resposta
eletroquimica sobre sensor desenvolvido (NiPC — CPE) nas condicdes estabelecidas para a
determinacédo simultanea das aminas. Tal comportamento comprova a alta seletividade do
sensor, podendo este ser utilizado para determinagédo simultanea da Trip e Hist em amostras

de vinhos sem haver a necessidade do uso de métodos de preparo de amostra.
9.8 CURVA ANALITICA

Inicialmente, a curva analitica para a Hist foi obtida fixando a concentracdo em 0,16
ng mL? de Trip e fazendo adigbes sucessivas de Hist que variou de 0,55 — 4,28 ug
mL™. Como pode ser visto na Figura 24A, a corrente de pico anodica para Hist aumentou
proporcionalmente a concentragdo, enquanto que a Trip permaneceu praticamente constante,
demonstrando que o sensor apresenta boa estabilidade. Posteriormente, a concentracdo de
Trip variou de 0,08 — 0,76 ng mL™* e a concentracdo de Hist permaneceu constante em 1,1
g mL 1. Como pode ser visto na Figura 24B, o pico de corrente para Trip também aumentou
proporcionalmente com o aumento da concentracéo.

Figura 24 - Curva analitica obtida para diferentes concentrag@es de: (A) Hist (0,55 - 4,28 ng mL™) e Trip com

concentragéo fixa de 0,16 ng mL™%; (B) Trip (0,08 — 0,76 ng mL™), e Hist com concentragéo fixa de 1,1 pug mL"
! InsercGes: voltamogramas correspondentes; f = 50 Hz, AE, = 30 mV, AEs =7 mV
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A partir desses resultados, podemaos inferir que a Trip e a Hist ndo interferem entre si
e podem ser determinadas simultaneamente sobre o sensor desenvolvido. Apds esses

estudos, foi obtida uma curva de calibragdo com faixa linear de 0,49 — 3,93 ng mL™ para
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Trip € 0,37 - 2,9 ug mL* para Hist, com adices sucessivas das duas aminas usando o NiPC

— CPE em tampdo fosfato (pH = 8,5), como mostrado na Figura 25.

Figura 25 - Curva analitica SW. (A) Voltamogramas obtidos usando o NiPC — CPE para vérias concentracdes
de Trip (0,49 — 3,93 ng mL™) e Hist (0,37 - 2,9 ug mL™); (B) Curva de calibracio obtido para Hist; (C) Curva
de calibragdo obtido para Trip; f= 50 Hz, AE, = 30 mV, AEs =7 mV
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A Figura 25 mostra os voltamogramas SW e suas respectivas curvas analiticas para
Trip e Hist em diferentes concentragdes, sob condi¢fes experimentais otimizadas. Onde
observa-se uma excelente relagdo linear (r> = 0,9915 e r2 = 0,9953, n = 8) entre a corrente de
pico e a concentracdo da Trip e Hist, respectivamente. As equacOes obtidas para as curvas
de calibragdo foram: I, (uA) = 0,0057 (+0,0032) + 0,036 (+0,0013) [Trip ng mL ) e I, (nA)
=0,00432 (+0,0047) + 1,13 (+0,0032) [Hist]/ug mL?) e os LOD encontrados foram de 0,168
ng mLt e 0,038 ug mL* e LOQ de 0,509 ng mL™? e 0,115 pg mL?, para Trip e Hist,

respectivamente.
9.9 EFEITO DE MEMORIA

A SWV foi utilizada para verificar a existéncia do efeito de memoria dos analitos na
superficie do sensor desenvolvido. Para isso, foram realizadas varreduras consecutivas para
duas solucgdes de diferentes concentracBes de Hist e Trip, onde o sensor foi lavado apenas
com agua deionizada entre cada varredura. Como pode ser visto na Figura 26, o sensor ndo

mostrou nenhum efeito de memoaria, dada a reprodutibilidade das correntes de pico obtidas



Resultados e discussdes (Capitulo 4)

74

para as diferentes concentracdes dos analitos. A partir deste estudo, podemos dizer que a

superficie do eletrodo possui alta estabilidade com uma rapida regeneracao de sua superficie.

Figura 26 - Efeito de memoria. SWV consecutivos em tampdo de fosfato, pH = 8,5; (@) Trip (a) 1,47 ng mL*
e (b) 3,44 ng mL?; (#) Hist (c) 1,1 ug mL? e (d) 2,54 pg mLL. SWV condigdes: f = 50 Hz,
AEp =30 mV, AES =7mV
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9.10 DETERMINACAO SIMULTANEA DE HISTAMINA E TRIPTAMINA EM
AMOSTRAS DE VINHOS

A fim de avaliar a aplicacdo analitica de sensor desenvolvido, o NiPC — CPE foi
empregado para a determinagdo simultanea das aminas biogénicas, Hist e Trip em nove
amostras de vinhos tintos e brancos. E importante citar que nenhum tratamento prévio foi
necessario para realizar a quantificacdo das ABs nas amostras, fazendo-se diluicdes
diretamente na célula eletroquimica.

Os sinais voltamétricos para cada amina foram observados em aproximadamente 0,75
Ve 1,0 V para Trip e Hist, respectivamente. A faixa de concentracdo de Trip encontrada nos
vinhos foi de 0,02 a 0,71 mg L%, "CV (%) = 1,35 (n=3) e de 0,43 2 9,76 mg L%, "CV (%)
= 1,37 (n = 3) para a Hist, os valores de concentracdo encontrados corroboram com
resultados encontrados na literatura para determinacao de ABs em vinhos (ROMANO, A. et
al., 2012; RAMOS, et al., 2014; JASTRZEBSKA, et al., 2016; PERESTRELOA, et al.,
2020; HERRERA-CHACON, et al., 2020), as concentracdes de ABs encontradas para cada

vinho estdo descritos na Tabela 10.
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Tabela 10 - Concentracdes de Trip e Hist em vinhos determinadas pelo método proposto

. (mg L) CV'(%)

Vinhos i : : :
Hist Trip Hist  Trip
Vinho tinto — Shiraz (2015, Espanha) 9,46 0,02 0,98 1,02
Vinho branco — Mesa (2017, Brasil) 1,71 0,20 0,62 2,38
Vinho tinto — Vitis viniferas (2018, Argentina) 3,31 0,04 1,34 1,03
Vinho tinto — Mesa (2016, Franca) 2,62 0,06 1,23 0,87

Vinho tinto — Cabernet Sauvignon (2017, Chile) 9,76 0,02 0,78 1,09
Vinho tinto — Tannat / Merlt (2017, Uruguai) 4,12 0,04 1,39 1,63

Vinho tinto — Mesa (2014, Portugal) 0,60 0,14 0,78 145
Vinho branco — Vitis viniferas (2018, Portugal) 0,86 0,05 0,70 1,55
Vinho branco — Mesa (2018, Portugal) 0,43 0,71 191 1,35

*CV = Coeficiente de varia¢do (n=3)

9.11 ESTUDO DE RECUPERACAO

Para avaliar a exatiddo do método proposto, foi realizado estudo de recuperacdo em
trés niveis de concentracdo, tal estudo foi executado em seis amostras de vinhos usando o
método de adi¢do padrdo em triplicata. Como pode ser visto na Tabela 11, foram obtidas
excelentes recuperacgdes, indicando que o método proposto pode ser aplicado com sucesso
para determinacdo simultdnea da histamina e da triptamina em vinho sem qualquer pré-

tratamento de amostras.
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Tabela 11. Estudo de recuperac@es das ABs em vinhos usando o0 método proposto
Concentracao Recuperacio Meédias das
Vinhos Analitos - Encontrada berag recuperacoes
Adicionada * (%) «
+ CV" (%) + CV" (%)
. 9,83 9,70 +£1,03 98,65
_ T“E_l 19,65 19,88 + 1,20 101,16 99,29 + 1,65
Vinhobranco  (N9ML7) 59 4 28,89 + 0,68 98,07
Mesa
Q017 Brasil)  mist 073 0,68 + 0,57 92,11
(ug mL‘l) 1,46 1,34+0,94 91,49 93,64 + 3,41
218 2,12 + 0,59 97,31
™ 9,83 8,00 1,07 81,34
ri
vinhotinto (g mE‘l) 19,65 16,18 + 1,50 82,32 82,65 + 1,81
Vitis viniferas 29,46 24,83 £ 0,65 84,28
2018, . 0,73 0,67 +0,78 91,03
Argentin) Hn',f,t__l) 1,46 1,32+ 1,44 90,23 91,73+2,13
Ho 218 2,05 £ 0,90 93,94
9,83 8,66 + 1,07 88,19
ot Trip 19,65 17,54 + 1,50 89,29 89,89 2,30
Vinhotinto  (ng mL1) ' T E D 1 OIZ 2,
Tannat/Merlt 29,46 27,16 £ 0,65 92,20
(2017, ) 0,73 0,66 +£1,78 90,56
Uruguai) (uan'fE_l) 1.46 1,36 + 1,23 92,80 91,17 + 1,56
2,18 1,97 £ 0,89 90,16
. 9,83 9,38 £ 1,07 95,46
rip
Vinho tinto (ng mL_l) 19,65 20,03 s 1,50 101,95 99,26 + 3,41
Mesa 29,46 29,56 + 0,65 100,38
(2014, ) 0,73 0,76 +1,32 103,99
Portugal) ( Hr:ft_l) 1,46 1,52 +0,99 104,55 103,02 + 2,11
Ho 218 219+ 1,23 100,53
Tri 9,83 9,73+0,20 99,01
rip
Vinho branco (ng mL™) 19,65 19,53 + 0,72 99,41 99,37 £ 0,33
Vitis viniferas 29,46 29,36 £ 0,99 99,67
(2018, _ 0,73 0,68 + 1,0 92,31
Portugal) (ngr:lsIt_‘l) 1.46 1,35+ 0,36 92,40 93,12 + 1,42
2,18 2,07 £ 0,60 94,64
™ 9,83 10,22 + 1,07 103,97
. rip
Vinho branco (ng mL™Y) 19,65 19,73 + 1,50 100,41 101,90 +1,81
Mesa 29,46 29,85 + 0,65 101,32
(2018, ) 0,73 0,70 £1,02 94,82
Portugal) ( Hr:1s|t_-1) 1.46 1,41+1,12 96,60 96,29 + 1,39
Hg 2,18 2,13+ 0,89 97,45

*CV = Coeficiente de variacdo (n=3)
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10 CONSIDERACOES FINAIS

O uso do NiPC demostra contribuigéo significativa para o ganho da corrente de pico
na resposta analitica das aminas e consequentemente, aumento da sensibilidade do método
proposto.  Através dos estudos realizados observou-se que a onda de oxidacdo
eletrocatalitica em aproximadamente 0,75 V para Trip e 1,0 V para Hist, obteve maior
sensibilidade em pH 8,5 utilizando a SWV. Além das excelentes respostas lineares para
ambas as aminas sobre o NiPC — CPE em baixas concentracdes, 0 sensor proposto apresenta
alta seletividade contribuindo para uma maior precisdo na determinacdo dessas aminas.

O método desenvolvido foi utilizado para quantificar simultaneamente a Trip e a Hist
com alta precisdo numa faixa de 0,02 a 0,71 mg L™ paraa e 0,43 a 9,76 mg L para a Hist,
obtendo baixos LOD (Trip = 0,168 ng mL™ e Hist = 0,038 pug mL?) e LOQ (Trip = 0,509

ng mL™ e Hist = 0,115 ug mL™) além de excelentes valores de recuperac&o.
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11 CONCLUSOES

Os estudos realizados neste trabalho demostraram as excelentes propriedades
cataliticas das MPCs quando utilizadas como mediadores de elétrons. Tais investigacdes
mostraram que esses complexos possibilitam, e até mesmo tornam possiveis estudos
eletroquimicos para quantificar espécies quimicas de diferentes classes em matrizes que
apresentam alto grau de complexidade. O uso de sensores modificados com esses complexos
viabilizou a determinacdo voltamétrica de espécies quimicas presentes em vinhos, tais como
TA e ABs com baixos LOD, LOQ, reprodutibilidade dos dados e sem apresentar qualquer
efeito de memoria entre as medidas.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram a potencialidade do eletrodo de
pasta de carbono modificado com CoPC para determinacdo do TA, comportamento que nao
foi observado para as outra PCs utilizadas nas investiga¢des, comprovando que o cobalto é
responsavel por mediar a reacdo de oxidacdo eletrocatalitica do TA para em seguida
quantificar este acido em amostras de vinho utilizando a SWV associada a calibracdo de
segunda ordem.

A segunda etapa deste trabalho consiste no desenvolvimento de um novo método para
estudar a oxidagdo eletrocatalitica da Trip e Hist e a determinacdo simultanea utilizando
MPCs — CPE, onde foi observado que houve um ganho expressivo na corrente de pico
quando utilizou a NiPC, o que conferiu ao método baixos LOD e LOQ, além de dispensar

qualquer tratamento prévio nas amostras analisadas.
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APENDICE A - RESULTADOS MCR —ALS
Tabela A — 1. Figuras de mérito
(0]
1Pk SEN Y Desvio padrao Seletividade
componentes

04 1,1 X 107 1,08 1,07 0,60
LOQ LOD Residuo R? RMSEP REP
12,69 6,51 9,53 X 10® 0,999 2,63 4,78

Tabela A — 2. Estudo de recuperacdes do TA em vinhos

Concentracédo de TA (mg L™)

Vinhos . Encontrada  Recuperado
Adicionada £CV*(%) (%)
- 3,84 +1,03 -
Vinho branco 3,00 3,04 +1,23 101,17
7,50 7,34 + 1,07 97,88
13,50 10,98 + 0,56 81,30
- 1,24 £0,23 -
Vinho tinto 3,00 2,43 +1,90 81,11
7,50 7,65+ 0,56 101,91

13,50 15,93 +0,15 117,92




